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palavras-chave

resumo

HACCP, higiene de manipuladores, higiene de supercies, higiene e
seguranca alimentar.

As doencas de origem alimentar sdo provocadas, maioritariamente, por
microrganismos e constituem uma das maiores preocupacdes de salde
publica a nivel mundial. Os alimentos sdo os principais veiculos de
transmiss@o de doengas, 0 que se deve, principalmente, as mas praticas de
higiene e de fabrico. Nos estabelecimentos de restauracdo, a higiene e
seguranca alimentar € assegurada pela aplicagdo de boas préaticas de higiene
e de fabrico, bem como pela implementacéo do sistema Hazard Analysis and
Critical Control Points (HACCP). A falta de conhecimento por parte dos
manipuladores e, consequentemente, as mas praticas de higiene e fabrico
levam a que estes sejam uma das principais fontes de contaminacdo dos
alimentos associados a doencas de origem alimentar.

Os objetivos deste estagio foram a descricdo das atividades desempenhadas
e a avaliacdo das anélises efetuadas no decorrer do estagio, na empresa VLM
consultores, mais especificamente, no laboratério YourLab S.A.. Além
disso, pretendeu-se avaliar a relagdo entre a higienizagdo de manipuladores
e superficies com a contaminacao do produto final, em pequenas industrias
alimentares, onde foram utilizados dados de andlises de 2011 a 2014.

Na anélise a aguas, verificou-se uma elevada percentagem de amostras
consideradas “satisfatOrias”, ou seja, dentro do limite estabelecido por lei.
Especificamente em relagdo a analise dos pardmetros contagem de
microrganismos a 22°C e 37°C, verificou-se um maior nimero de
contaminacdo & temperatura 37°C, mostrando que, nas aguas, a
contaminagdo detetada é, maioritariamente, de origem fecal. Quanto a
andlise de alimentos, verificou-se que, na maioria, ndo foram detetados
microrganismos patogénicos nas amostras de refeicdes e produtos
alimentares analisados. Verificou-se um elevado nlimero de contaminagao
de produtos confecionados, 0 que revela que houve contaminagéo posterior
a confecdo, por contaminacdo cruzada, devido a mas praticas de fabrico e
higiene ou devido a incorreta confecdo. Na analise de zaragatoas, verificou-
se que, no pardmetro microrganismos a 30°C, existe uma maior
contaminacdo nas zaragatoas de utensilios e superficies, facto que se deve,
possivelmente, a mas praticas de higiene e de fabrico.

Dos resultados do trabalho referentes a avaliacdo da relacdo da
contaminacdo de zaragatoas e alimentos recolhidos em simultaneo,
verificou-se que 21,31% das amostras de produtos e zaragatoas estavam
contaminadas em simultdneo, mostrando que existe uma falta de
conhecimento de praticas de higiene e de fabrico por parte dos
manipuladores. De entre os produtos contaminados relacionados com a
contaminacdo de zaragatoas, verificou-se que esta correlacdo era maior em
talhos, consequéncia da utilizacdo de produtos frescos. Nas zaragatoas
contaminadas relacionadas com a contaminagdo do produto, o nivel de
contaminacdo era maior nas zaragatoas de superficies e utensilios,
mostrando que a contaminacdo do produto pelos manipuladores ocorre
mesmo com niveis baixos de contaminagao.

Tendo em conta os resultados apresentados, conclui-se que o plano HACCP
ndo é rigorosamente seguido, uma vez que, apenas 33,77% das amostras ndo
apresentaram contaminagdo nem da zaragatoa nem do produto, pelo que urge
a necessidade de uma verificagdo mais rigorosa e frequente do plano em
questdo. Essa verificagdo deve focar-se, principalmente, no nivel de
conhecimento das normas de higiene e seguranca alimentar, bem como no
respeito perante as mesmas, por parte dos manipuladores de alimentos.
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The Foodborne illnesses are caused mainly by microorganisms and
constitute a major public health concern worldwide. Foods are the main
vehicles of disease transmission, which is mainly due to poor hygiene
practices and manufacturing. In catering establishments, hygiene and food
safety are ensured by the application of good hygiene practices and
manufacturing, as well as by the implementation of the Hazard Analysis and
Critical Control Points (HACCP) system. The lack of knowledge by
handlers and therefore bad hygiene and manufacturing practices means that
they are a major source of food contamination associated with foodborne
illness.

The objectives of this thesis were to describe the activities performed and to
evaluate the analyzes performed during the internship, in the company VLM
consultants, more specifically, in the laboratory YourLab SA. In addition, it
was intended to evaluate the relationship between the handlers and surfaces
hygiene with contamination of the final product, in small food industries,
where we used data analysis from 2011 to 2014.

In the water analyze, there was a high percentage of samples considered
"satisfactory"”, in other words, below the limit set by law. Specifically
regarding the analyze, count of microorganisms at 22°C and 37°C, there was
a higher number of contaminating samples at 37°C, showing that, in water,
the contamination detected was mainly of fecal origin. As for food analysis,
it was found that most of the product samples were free of pathogenic
microorganisms. There was a large number of contaminating processed
products, which reveals that there was contamination after the confection by
cross-contamination due to bad hygienic and manufacturing practices or
due to incorrect confection. In the analysis of microorganisms at 30°C in
swabs, it was found higher contamination of utensils and surfaces.

From the results of the work related to the evaluation of the contamination
of food and swabs collected at the same time, it was found that 21.31% of
product samples and swabs were contaminated at the same time, showing
that there is a lack of knowledge of hygiene and manufacturing practices by
handlers. Within the contaminated swabs related to the product
contamination, it was found that this correlation was higher in butchers, as a
result of the use of fresh products. Within the contaminated swabs related
to the product contamination, the contamination level was higher in surfaces
and utensils, indicating that the contamination of the product by handlers
occurs even with low levels of contamination.

Given the results presented, we conclude that the HACCP plan is not
followed strictly, only 33,77% of the products and swabs where not
contaminated, so there is urgent need for a more rigorous and frequent
checking of the plan in question. This verification should focus primarily on
the level of knowledge of the rules of hygiene and food safety as well as
respect towards them, by food handlers.
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Objetivos e Organizacao da Dissertacio

O principal objetivo do presente estagio, decorrido no laboratério de microbiologia
YourLab Seguranca Alimentar, consistiu na obtencdo de experiéncia de trabalho, integrando
0 quotidiano de um laboratério de microbiologia alimentar. Foi possivel experienciar a
anélise microbioldgica de &guas, zaragatoas e alimentos, desde a recolha, preparacdo da
amostra, andlise, contagem, testes bioquimicos de confirmacdo, quando necessarios, até
chegar aos resultados finais da analise, com o objetivo de avaliar se estes se encontram nos
limites definidos por lei ou, no caso de estes néo existirem, nos limites definidos pelo cliente.
Os objetivos mais especificos do estagio baseiam-se na aquisicéo de conhecimentos relativos
a legislacdo aplicavel a empresas de seguranca alimentar, normas relativas as analises, bem
como, procedimentos realizados de acordo com a acreditacdo das analises efetuadas no
laboratério, controlo de qualidade interno e externo do Laboratério e ensaios
interlaboratoriais.

Para além dos objetivos relacionados com as tarefas desempenhadas no dia-a-dia do
estagio, um dos objetivos foi analisar os resultados das amostras de aguas, alimentos e
zaragatoas analisadas no decorrer do mesmo, conforme a legislacédo vigente e, a partir desses
resultados, verificar o nivel de contaminacdo das amostras, verificar se a implementacdo do
plano HACCP é realizada com sucesso e avaliar se existe uma diferenga entre o nivel de
contaminacdo entre os produtos frescos e os produtos confecionados, uma vez que estes sdo
sujeitos a tratamento térmicos. Outro objetivo consistiu em avaliar a relacdo entre a
higienizacdo de manipuladores e superficies e a contaminagdo do produto final em pequenas
indUstrias alimentares, através dos dados das analises obtidos no decorrer do estagio e de
anos anteriores. Além disso, pretendeu-se avaliar em que tipo de estabelecimento a
correlagdo é maior, qual o nivel de contaminacdo das zaragatoas relacionada com a
contaminacdo do produto final e se esta contaminacao € superior em zaragatoas realizadas a
manipuladores ou a zaragatoas realizadas a superficie e utensilios.

De um modo geral, esta dissertacdo encontra-se dividida em 3 capitulos. O primeiro
consiste numa revisdo bibliografica, de modo a contextualizar os conhecimentos relativos a
realizacéo da tese. O segundo capitulo diz respeito a parte experimental, a qual se encontra
dividida em duas partes: a primeira parte refere-se a atividades desempenhadas no estagio,

analises efetuadas e respetivos procedimentos, segundo as normas padrdo e a segunda refere-



se aos procedimentos do caso-estudo e a avaliacdo da relagdo da higienizacdo de
manipuladores e superficies e a contamina¢do do produto final em pequenas industrias
alimentares. Por fim, no terceiro capitulo a primeira parte que diz respeito a analise dos
resultados obtidos no decorrer do estagio segundo a legislacédo vigente. Uma segunda parte
que diz respeito a avaliagdo da higienizacdo de manipuladores e superficies e contaminagao
do produto final em pequenas industrias alimentares.



Capitulo I. Revisdo da Literatura

1.1 Perigos Alimentares

Os perigos alimentares dividem-se em 3 categorias: perigos biologicos, quimicos e
fisicos. Neste capitulo serdo aprofundados os perigos biolégicos, nomeadamente o0s
microrganismos patogénicos encontrados nos alimentos, uma vez que sdo0 estes que

apresentam uma maior preocupacao a nivel de satde publica.

.1.1 Perigos biol6gicos

Os perigos bioldgicos sdo os mais importantes, quando comparados com os fisicos e
quimicos. A presenca destes perigos nos alimentos pode ser indicadora de mas praticas por
parte dos manipuladores ou de uma confe¢do inadequado dos alimentos.

A maioria dos alimentos sdo Otimos meios para o desenvolvimento de
microrganismos, devido a sua elevada atividade de dgua (aw) e boa gama de pH, o que pode
resultar na contaminacdo dos mesmos e, consequentemente, estes podem também ser um
veiculo para a transmissdo de doencas (1).

As doencas de origem alimentar provocadas por microrganismos sd8o uma das
preocupacdes de saude publica a nivel mundial. Estima-se que 90% das doencas transmitidas
por alimentos sejam provocadas por microrganismos € que a sua transmissdo resulte
maioritariamente do uso de praticas incorretas. Embora se conhecam mais de 250 tipos de
microrganismos causadores de doenca, apenas alguns ocorrem frequentemente, segundo a
National Adviser Comitte on Microbiological Criteria for Foods, comité estabelecido em
1988. O principal objetivo deste comité é abranger questdes de salde publica,
nomeadamente em relacdo a seguranca e inocuidade dos alimentos nos EUA, incluindo o
desenvolvimento de critérios microbiologicos na avaliacdo da seguranca dos alimentos. Os
perigos alimentares podem ser classificados em trés classes, segundo o seu perigo e difusao,

conforme descrito na tabela 1 (2).

Tabela 1 - Classificacdo dos microrganismos segundo o seu perigo e difusdo, adaptada da referéncia

@)
Risco severo Risco Moderado/ Alta difusdo  Risco Moderado/Difusdo limitada
Clostridium botulinum  Listeria monocytogenes Bacilus cereus
Salmonella typhi Salmonella spp. Clostridium perfringens
Virus da hepatite Ae E  Shigella spp Staphylococcus aureus
Brucella abortus Escherichia coli Vibrio cholera non-01




Os microrganismos patogénicos incluem as bactérias, virus, fungos e parasitas. No
entanto, de entre estes, as bactérias patogénicas sao as que apresentam maior prevaléncia nas
doencas de origem alimentar, representando cerca de 90% das causas de doencas de origem

alimentar (3).

1.1.1.1 Bactérias

As bactérias sdo microrganismos unicelulares com uma estrutura muito simples, o
que favorece a sua rapida replicacéo, caso encontrem condi¢des favoraveis para tal. Nalguns
casos, apenas 20 minutos sdo suficientes para que o numero de bactérias duplique (3). O
modelo de distribui¢do das bactérias nos alimentos tem vindo a alterar-se devido a mudancas
de producéo, confecdo e distribuicdo dos mesmos. Atualmente, as bactérias sdo isoladas de
alimentos onde ndo se encontravam ha 20 anos atras. Exemplo disso é o que acontece com
as espécies de Salmonella, bactéria que, tradicionalmente, esta associada aos ovos ou a
carnes de frango, pato ou peru, mas que, ultimamente, tem sido notificada em alimentos t&o
diversos como a carne de porco ou de vaca, especiarias, camarao, bivalves, gqueijo, entre
outros (4).

Ha meio século atras, bactérias como Campylobacter jejuni, Listeria monocitogenes
e E.coli 0157:H7 ndo eram ainda reconhecidas. Além disso, 0s organismos Vvivos e oS
microrganismos patogénicos estdo em constante modificacdo. Por exemplo, a E. coli
0157:H7, originalmente designada de bactéria dos hamburgueres e presente na carne de vaca
mal cozinhada, tem vindo a aparecer em cidra de maca, lacticinios, entre outros alimentos.
Atualmente, sabe-se que a Yersinia enterolitica e a Listeria monocytogenes conseguem
sobreviver a temperaturas de refrigeracdo. Outro exemplo pode ser observado para a
Salmonella enteritidis, que por muitos anos ndo representava perigo e considerava-se que 0
interior do ovo era estéril, mas em 1989 descobriu-se que galinhas infetadas com Salmonella
passavam a infecdo para os ovos tornando-os perigosos para o consumo humano (3). Importa
ainda realcar, acerca das modificacGes crescentes destes microrganismos, a crescente
resisténcia aos antibidticos que se verifica atualmente (3). De um modo geral, as bactérias
crescem em ambientes com elevada atividade de agua, isto é, valores entre 0.86 a 0.99, e,
por norma, preferem ambientes com pH neutro e um intervalo de temperatura entre os 20 e
0s 45°C. Outra caracteristica que define algumas bactérias é a formacao de estruturas mais

resistentes, os esporos, que se formam em condic¢Bes adversas para as células, como a falta



de nutrientes ou temperaturas elevadas. De facto, 0os esporos apresentam uma elevada
resisténcia ao calor e as radia¢des, assim como aos agentes desinfetantes, o0 que se deve aos
elevados contetdos de calcio e de acido dipiconilico ou acido 2,6-dicarboxilico piridina, que
complexa com o calcio e forma um polimero que é extremamente resistente ao calor. Nos
alimentos, as bactérias esporuladas mais importantes pertencem aos géneros Bacillus e
Clostridium (5,6). As bactérias patogénicas podem causar doenga através de trés
mecanismos:

Infecdo: Ingestao de alimentos que contém microrganismos vivos prejudiciais, como
a Salmonella, Shigella e Bacilus cereus. Ap6s a ingestdo algumas bactérias danificam
diretamente o intestino e outras resistem ao ambiente acido do estomago e passam para 0
intestino delgado, comecando a proliferar até atingirem um nimero que cause a doenca (4,5).

Intoxicacdo: Ingestdo de alimentos que contém toxinas, mesmo que O0S
microrganismos que Ihes tenham dado origem tenham sido eliminados. Exemplos de toxinas
séo as produzidas pelo Clostridium botulinum, a enterotoxina do Staphylococcus auerus e
as micotoxinas (toxinas produzidas por fungos). A bactéria Staphylococcus aureus encontra-
se presente no pd, 4gua, animais e em humanos e, embora a temperatura elimine as bactérias,
as toxinas sobrevivem, pois sdo mais resistentes (4,5).

Toxinfecdo: Corresponde ao caso da infecdo mediada por toxinas produzidas apés a
ingestdo do alimento. Alguns dos microrganismos capazes de gerar este mecanismo s&o as
bactérias Vibrio cholerae e Clostridium perfringes que entram no intestino, sobrevivem ao
ambiente acido do estbmago e, posteriormente, sdo capazes de produzir toxinas. A bactéria
Clostridium perfringes, através da sua forma esporulativa, sobrevive a condi¢des extremas,

tal como o armazenamento a baixas temperaturas e a elevadas temperaturas (4,5).

1.1.1.2 Virus

Os seres humanos sdo hospedeiros para um elevado nimero de virus que se
reproduzem nos intestinos e, de seguida, sdo excretados nas fezes. A transmissao de virus
ocorre através do contacto com esgotos ou agua contaminados por fezes ou através do
contacto direto com material fecal humano. Os alimentos mais frequentemente associados a
doencas virais transmitidas por alimentos sdo os moluscos crus ou mal cozidos (ostras,
mariscos, mexilhdes e vieiras), dado que os virus patogénicos humanos sdo muitas vezes

descarregados no rio e oceano através de esgotos tratados e ndo tratados. Assim, 0s mariscos



filtram esses contaminantes, armazenando-os dentro dos seus tecidos comestiveis. Os
crustaceos cultivados e colhidos a partir de 4guas poluidas tém sido implicados em alguns
surtos de doencas virais. A outra fonte principal de transmissdo é feita atraves de
trabalhadores infetados que tém falta de higiene pessoal e contaminam os alimentos.
Portanto, a adequada lavagem das maos e uso de uma fonte de agua limpa sdo vitais para
controlar a propagagdo do virus de origem alimentar (3). A falta de bons métodos
laboratoriais na detecdo de virus tem sido um dos principais problemas, uma vez que, a
inexisténcia de metodos faceis, rapidos e de baixo custo impossibilita os cientistas de estudar
o0s virus (2). Os virus mais frequentemente implicados em doencas de origem alimentar sdo
os da hepatite A, hepatite E, os rotavirus, os virus da familia Norwalk, os enterovirus e 0s
astrovirus, virus que possui um genoma constituido por uma cadeia simples de acido
ribonucleico RNA e a sua estrutura ao microscépio assemelha-se, muitas vezes, a uma

estrela, devido as particulas virais que possui (2).

1.1.1.3 Parasitas: vermes e protozoarios

Os vermes e 0s protozoarios sdo parasitas, ou seja, S&0 organismos que vivem
beneficiando de uma associacdo com um hospedeiro. Portanto, vivem a superficie ou no
interior do hospedeiro, prejudicando-o para a obtencdo dos nutrientes que necessita (2). Os
parasitas que estdo associados a doencas de origem alimentar dividem-se em trés grupos:
protozoarios (seres unicelulares, na maioria heterotr6ficos com mobilidade especializada)
intestinais, protozoarios de tecidos e helmintes ou vermes de tecidos. As principais vias de
transmissdo destes organismos sdo a ingestdo de aguas contaminadas por via fecal-oral ou
por falta de higiene no manuseamento dos alimentos, assim como, tecidos de animais mal
cozinhados (3). Entre os principais parasitas causadores de doencas de origem alimentar
encontram-se: Trichinella spiralis, Trichuris trichiura, Acantamoeba spp., Anasakis simplex,
Ascaris lumbricoides, Cryptosporidium parvum, Entanoeba histolytica,Eustrongylides spp.,
Giardia lablia, Nanophyetus spp., Cyclospora cayetanensis, Diphyllobothrium spp., Sarcocystis

hominis|suihominis, Taenia solium, Toxoplasma gondii (3).

1.1.1.4 Fungos

As leveduras e bolores compdem o Reino dos fungos. Em comparagdo com as

bactérias, estes apresentam um menor crescimento a pH neutros e a uma atividade de agua
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elevada, sendo que encontram condi¢fes 6timas de crescimento em alimentos &cidos e com
baixa atividade de agua (limite de 0,6). Por isso, entre os alimentos mais pereciveis de
contaminacdo encontram-se os frutos, vegetais, cereais, queijos, alimentos salgados, entre
outros. As leveduras apenas sdo responsaveis pela deterioracdo dos alimentos, nao estando
associadas a qualquer risco para a saude publica (3,6). Os bolores e os fungos filamentosos
podem ser perigosos quando produzem micotoxinas. Dentro dessas espécies produtoras de
micotoxinas encontram-se o Aspergillus, Fusarium e Penicillium, sendo que estas sdo, na
sua maioria, estaveis termicamente e de dificil remocdo dos alimentos (5). Na industria
agricola, a presenca de bolores e fungos é natural, mas deve ser controlada, de modo a evitar
a formacdo de micotoxinas. Os fungos também podem apresentar perigo no caso das ragdes
para animais, pois podem ser contaminadas com fungos produtores de micotoxinas e, como
a maioria dos animais ndo tem uma alimentacdo muito diversificada, aumenta a sua

suscetibilidade a obter problemas de saude (5).

1.1.2  Perigos quimicos e fisicos

Os perigos quimicos incluem quimicos provenientes de agricultura, quimicos
adicionados aos alimentos no seu processamento, ou quimicos naturalmente presentes na sua
composicdo. Os quimicos que se encontram nesta classe sdo pesticidas, herbicidas,
inseticidas, fertilizantes, antibidticos, aditivos alimentares, toxinas naturais e alergénicos (3).

Os perigos fisicos sdo 0s perigos que apresentam menor impacto na seguranca
alimentar, no entanto, revelam algum interesse. Estes sdo, geralmente, faceis de detetar e
prevenir através de boas praticas de fabrico. Os perigos fisicos que ocorrem mais
frequentemente sdo: vidros, madeiras, pedras, metais, materiais de isolamento ou de
revestimento, 0ssos, plasticos e objetos de uso pessoal. A contaminagdo dos alimentos, com
estes objetos pode decorrer desde as matérias-primas até ao decurso das atividades de
armazenamento e transformacdo a que vao ser sujeitos (2). Como se pode verificar, 0s
perigos fisicos mais frequentes nos alimentos sdo 0s objetos que ndo estdo ligados as
matérias-primas e que podem ter origem nas instalacdes, nas atividades de manutencgdo, nos
equipamentos ou nos utensilios. Os operadores que, direta ou indiretamente, manipulam os
alimentos e os materiais de embalagem nas atividades de higienizagcdo dos equipamentos e
instalagbes também originam estes perigos (3). Normalmente, a presenca de objetos

estranhos nos produtos alimentares ndo apresenta um risco muito grave para a salde do



consumidor. No entanto, se 0s objetos forem de pequenas dimensdes e cortantes, podem
causar desde pequenos danos na boca do consumidor até problemas mais graves, como

cortes ou perfuracdes em Orgaos internos, podendo até levar a graves hemorragias (3,4).

1.2 Contaminagdo microbioldgica dos alimentos

1.2.1 Principais doencas transmitidas por alimentos

O Center for Disease Control (CDC), dos Estados Unidos, define doenca transmitida
por alimentos como um incidente em que duas ou mais pessoas apresentam 0S mesmos
sintomas de doenga, apos ingestdo de um mesmo alimento e as analises epidemioldgicas
apontam o alimento como origem da doenca, podendo também ocorrer um Gnico caso (5).
A gama de doencas provocadas por alimentos esta em continua modificacdo e existe variacao
da prevaléncia de certas doencas conforme as épocas do ano. Atualmente, é cada vez mais
frequente o aparecimento de novos microrganismos, o que se explica pelo facto de estes
microrganismos ndo serem cultivaveis anteriormente, pois a tecnologia esta a desenvolver-
se de tal modo que estdo disponiveis melhores testes laboratoriais que permitem identificar
microrganismos que anteriormente ndo eram detetaveis. A constante modificacdo do
ecossistema em que vivemos, bem como os novos habitos de producédo e de consumo fazem
com que estes passem a ser detetaveis em alimentos, o que ndo acontecia anteriormente (2).

As doencas de origem alimentar sdo frequentes mas a sua etiologia é, muitas vezes,
dificilmente avaliada devido a falta de conexao com o alimento ingerido, bem como devido
a variabilidade interindividual. A enumeracdo dos alimentos ingeridos recentemente pode
ajudar, mas é necessario ter em conta que a doenca pode ocorrer nas horas seguintes ou
varios dias depois. Assim, é necessario entrevistar muitas pessoas e que estas se lembrem do
gue comeram durante uma semana, 0 que é extremamente improvavel. Além disso, o
conhecimento dos sintomas e do periodo de incubacdo das doencas é essencial na
identificacdo do microrganismo patogénico causador da doenca para, se necessario, tomar
as medidas antes de uma confirmacéo laboratorial (3,5). Estas doengas dependem da dose
infetante, isto €, do nimero minimo de microrganismos necessarios para causar doenca, o
que pode variar de individuo para individuo e gque se relaciona com grupos de risco, como
as criangas e os idosos (4). Na tabela 2, apresentam-se, de forma sucinta, as principais
carateristicas das doencgas em associagao com as principais bacterias patogénicas que podem

estar presentes nos alimentos (4).



Tabela 2. Principais carateristicas das doencas em associagao as principais bactérias patogénicas, adaptado da referéncia (4).

- Periodo de . Duracdodos Alimentos
Bactérias . Doenca Causada Sintomas . .
Incubacéo Sintomas Associados
Bacteremia (presenca de Carne crua, frango e
Salmonella typhi bactérias na  corrente peru, leite e
sanguinea), febre tifoide derivados, pescado,
6a48h Febre, nauseas, vomitos, dores abdominais, 1 a2 dias camardo, molhos e
diarreia, cefaleias temperos,
; sobremesas
Salmonella paratyphi Bacteremia, febre entérica recheadas com
cremes, manteiga
Colite hemorragica, com P S .
. . . . g . Colica intensa, dores abdominais, diarreia (no Carne bovina, crua
Escherichia coli 3 a9dias possivel desenvolvimento L - .
- . . Principio aquosa tornando-se sanguinolenta). 8 dias ou mal passada,
enterohemorragica de sindrome hemolitico- o . . .
_ Menos frequente, vomito e febre baixa queijo e leite cru
urémico
Escherichia coli . . Dores abdominais, diarreia, vomitos, febre, . .
. . 12a72h Disenteria . . 2 a9dias Queijo
enteroinvasiva calafrios e mal-estar generalizado
Escherichia . coli 12a36h Diarreia infantil Diarreia aquosa, desidratacdo e desequilibrio Leite, carne e frango
enteropatogenica hidroeletrolitico crus
Escherichia coli 12a36h Gastroenterite N Saladas e vegetais
S Diarreia
enterotoxigéenica crus
Pescado cru ou
2h a 4 dias Gastroenterite Diarreia profusa, dores abdominais, nauseas, 2 diase meio mariscos

Vibrio parahaemolyticus

vomitos, cefaleias, febre e calafrios

contaminados




Listeria monocytogenes

Clostridium botulinum

Bacillus cereus

Clostridium perfringens

Staphylococcus aureus

3a7dias

18a36h

10a22h

8az24h

2a4dh

Listeriose

Botulismo

Forma emética

Forma diarreica

Intoxicacao
alimentar

Intoxicacéo
estafilocécica

Septicemia, meningite, meningo-encefalite,
encefalite, infecdo intra-uterina ou cervical em
gestantes. Os  primeiros  sintomas  sdo
semelhantes aos de uma gripe, incluindo febre
persistente. Em alguns casos, nauseas, vomitos e
diarreia

Fadiga extrema, fraqueza, tonturas, visdo dupla,
dificuldade progressiva em falar e engolir, boca
seca, perda de consciéncia, paragem respiratdria
e cardiaca

Nauseas e vomitos

Diarreia profusa, dores abdominais e nauseas

Nauseas, dores abdominais, diarreia e vomito em
alguns casos

Nauseas, vomitos, dores, abdominais, prostracao
e, em alguns casos, diarreia

Dores de cabega, cdibras, alteragcGes temporarias
da pressao arterial.

2 dias
meio

24a48h

24 h

e

Leite, queijos
(principalmente pasta
mole), gelados, vegetais,
frango cru e cozido, carnes
cruas, enchidos, pescado
cru e fumado

Em alimentos enlatados e
embalados em vacuo, etc.
Milho enlatado, pimenta,
feijdo-verde, sopas,
beterraba, espargos,
cogumelos, azeitonas,
atum, frango, figado de
galinha, carnes  frias,
presunto, lagosta, pescado
salgado e fumado

Alimento com amido (e.g.
arroz, batatas, legumes,
feijdo, legumes cozidos,
puré de batata), arroz e
massas

Carne, vegetais, pescado e
sopas

Produtos carnicos

Carnes e derivados, aves,
ovos, atum, saladas, bolos
com recheio, natas, leite e
derivados
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1.2.2 Incidéncia e notificacdo de toxinfeccOes alimentares na Europa e em Portugal

A variedade e extensdo das doencas de origem alimentar é tal que é dificil
proporcionar dados exatos sobre a sua incidéncia ou prevaléncia, por isso, fazer uma
estimativa global da magnitude real do problema é praticamente impossivel (4).

Apenas uma pequena parte das doencas de origem alimentar chega a ser conhecida
pelas autoridades de saude publica, uma vez que a maioria dos paises ndo possui um sistema
de notificacdo de doencas de origem alimentar. Cerca de 5 a 20% da populagédo sofre de
doencas de origem alimentar, embora os casos notificados alcancem apenas cerca de 10%
em relacdo a incidéncia real nos paises industrializados. Estima-se que na Unido Europeia,
a incidéncia anual de surtos se situe entre os 6 a 80 milhdes de casos (4).

Portugal ndo possui um sistema nacional de vigilancia e controlo de doengas de
origem alimentar, sendo que o nimero de registos de incidéncias é relativamente baixo, ao
contrario de outros paises europeus (4). Apesar disso, existem varias entidades, como as
Doencas de Declaracdo Obrigatoria (DDO), da Direcdo Geral de Satde (DGS), o sistema de
Alerta e Resposta Apropriada da Direcdo Geral da Saude (SARA) e os Grupos de
Diagndstico Homogéneos (GDH) dos hospitais, que consiste no agrupamento em grupos
homogéneos de doentes com caracteristicas clinicas e recursos associados idénticos (6).

Em 2001, a DGS realizou uma circular normativa (N.°14/DT de 9/10/2001), uma vez
que, até essa altura, s6 eram declarados casos que se inseriam nas Doencas de Declaracdo
Obrigatéria (DDO), o que ndo previa a notificacdo de surtos, fazendo com que as
Toxinfecbes Alimentares Coletivas (TAC) fossem subavaliadas. Esta norma teve como
objetivo fornecer as orientacdes referentes a resposta a ser dada pelos servicos de salde,
nomeadamente no que respeita a investigacdo epidemioldgica. No entanto, as TAC néo sao
publicadas em local publico, sendo apenas publicados relatérios das DDO. Estes relatorios
séo a melhor forma de obter informagdes sobre a vigilancia e controlo de doengas de origem
alimentar nacional, através dos relatorios anuais da European Food Safety Authority (EFSA)
(6).

A EFSA é responsavel pela analise dos dados sobre as zoonoses, doengas ou infe¢des
transmissiveis dos animais aos humanos. A infecdo pode ser contraida através da ingestéo
de alimentos contaminados ou diretamente dos animais. Também analisa dados de surtos de

origem alimentar apresentados pelos Estados-Membros em conformidade com a Diretiva
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2003/99/ECE6 (7), sendo dados mais recentes os relativos a 2011, como é mostrado na tabela
3.

Tabela 3- Namero de surtos, casos, hospitalizagcdes e mortes registadas em 2009, 2010, 2011 e 2012
na Unido Europeia segundo os relatorios anuais da EFSA, adaptado da referéncia (8,9).

Ano  N°de surtos N° de casos  N° de hospitalizacGes N° de mortes
2009 5550 48964 4356 46
2010 5262 43373 4695 25
2011 5648 69553 7125 93
2012 5363 55453 5118 41

Em 2011 foram reportados 5648 surtos de origem alimentar na Unido Europeia
originando 7125 hospitalizagGes e 93 fatalidades. Verificou-se um aumento de surtos em
2011 devido a um aumento do nimero de casos de E. coli enterohemorrégica, principalmente
na Alemanha, fazendo com que o nimero de casos e de fatalidades aumentasse mais que 0
costume. Segundo o relatério da EFSA relativo a “vigilancia das zoonoses e dos agentes
zoonoticos”, a Salmonela foi a principal causa de surtos em 2011 seguida das toxinas
bacterianas, Campylobacter e virus o0 mesmo verifica-se em 2012. Em relagdo aos alimentos
contaminados, as principais fontes de surtos foram 0s ovos e 0s seus derivados, as refeicdes
mistas e os peixes (7,8,9). Em 2012 foram reportados 5363 surtos de origem alimentar,
originando 5118 hospitalizagdes e 41 fatalidades. Verifica-se uma redugdo quando
comparado com o ano 2011 verificando-se um aumento na tendéncia do nimero de surtos e
consequentemente fatalidades. Em 2012 o numero de salmoneloses em humanos diminui
4,7% quando comparado com os dados de 2011. Verificaram-se ainda 198 fatalidades

reportados por listeriose em 2012, verificando-se o mais elevado desde de 2006 (9).

1.2.3 Mecanismos de contaminacao dos alimentos

Quando os alimentos s&o manipulados de forma incorreta podem ocorrer
contaminacges cruzadas, colocando em risco a salde dos consumidores. A contaminacgéo
cruzada carateriza-se pela transferéncia de microrganismos ou de substancias prejudiciais a

saude humana (4). Os veiculos responsaveis por essa transferéncia podem ser:
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- As maos do operador: por exemplo, contacto das maos com alimentos crus, seguido
do contacto com alimentos confecionados e ndo lavagem das maos entre utilizagfes de
diferentes alimentos ou tarefas;

- Os salpicos de saliva e espirros ou tosse provenientes do operador;

- Os utensilios (facas, tabuas de corte), superficies de trabalho, fardas ou outros
equipamentos: por exemplo, utilizagdo da mesma faca para cortar alimentos crus e
confecionados, sem haver uma higienizacdo entre as duas utilizacdes, 0 que também
acontece no caso das bancadas;

- Deficiente acondicionamento dos alimentos: por exemplo, alimentos contaminados
em fase de descongelamento, numa camara de refrigeragdo, ndo estdo devidamente
acondicionados e libertam sucos que contaminam outros alimentos (1).

Os tipos de contaminacdo cruzada incluem: méo para a superficie, superficie para a
mé&o, comida para a mao, mao para a comida e combinagdes destes. Muitos estudos mostram
que varias bactérias, incluindo E. coli, Staphylococus auerus e Salmonella spp, sobrevivem
nas maos, esponjas e utensilios, ocorrendo por horas e dias apds o contato inicial (10).
Qualquer superficie que entre em contacto com os trabalhadores infetados durante a
preparacdo da comida pode facilmente ser contaminada. A taxa de transferéncia de
microrganismos de alimentos crus para alimentos cozidos através das méos vai de 0,005 a
100% (11). Para além da contaminagdo cruzada, existem outros fatores que contribuem para
a contaminacdo direta e indireta dos alimentos, em industrias alimentares:

e Matérias-primas contaminadas

e Manipulages inadequadas que originam contaminagdes cruzadas
e Armazenagens em frio e arrefecimentos improprios

e Incorretas praticas de descongelacédo

e Ma higiene pessoal

e Pessoal manipulador infetado

e Ma higiene das instalacbes, equipamentos e utensilios

e Panos da loiga/esponjas utilizados para diversas funcdes

e Alimentos preparados com muita antecedéncia

e Armazenagem a temperatura ambiente

e Distribuicdo demorada
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1.2.4 Fatores que afetam o crescimento de microrganismos nos alimentos

Os alimentos possuem caracteristicas préprias ou adicionadas que favorecem ou
inibem o crescimento de microrganismos, as quais se dividem em fatores intrinsecos e
extrinsecos. Os fatores intrinsecos consistem nas propriedades fisicas e quimicas do proprio
alimento, nomeadamente a atividade da agua, pH e nutrientes. J& os extrinsecos relacionam-
se com o0 ambiente onde se encontra o alimento, tal como a temperatura (12).

Relativamente a quantidade de agua disponivel num alimento, a sua expressao é feita

através do parametro atividade da agua, a,, = pﬂ, onde p € a pressdo do vapor da agua
o

na substancia, e po é a pressao do vapor de dgua pura a mesma temperatura. A aw pode ser
controlada de diversas maneiras, nomeadamente pela adi¢do de solutos, por processos de
secagem, liofilizacdo, congelamento, entre outras

A maioria dos alimentos frescos (carnes, peixe, frutos e vegetais) tém valores de aw
entre 0.97 e 0.99, valores esses proximos das condi¢des 6timas para o crescimento da maioria
das bactérias. Quando a aw é inferior a 0.85, o crescimento da maioria das bactérias
patogénicas encontra-se controlado. Na maioria dos casos, para valores de awabaixo de 0.90,
a producdo de toxinas € inibida, exceto para o Staphylococcus aureus. Ja os fungos e
leveduras desenvolvem-se em valores de aw superiores, entre 0.60 a 0.70. Quando a aw é
inferior a 0.60, os fungos ndo séo capazes de germinar nem produzir micotoxinas, contudo
mantém a sua viabilidade e podem retomar o metabolismo normal e crescimento assim que
as condicdes voltarem a ser favoraveis. Na figura 1 esta representada, em forma de gréfico,

a velocidade de deterioragdo dos alimentos em funcédo da aw (1).

Lipid oxidation

Maillard reactions

Molds
growth

Yeast
Enzymatic growth
activity

Eeaction rate

Bacteria
Hydrolysis growth

Figura 1- Velocidade de detioracdo dos alimentos em func¢éo da aw, adaptado de (13).
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O pH é outro fator importante a ter em conta. No seu estado natural, a maioria das
carnes, peixes e vegetais sdo ligeiramente 4cidos, a maioria dos frutos € moderadamente
acido e um namero limitado de alimentos ¢ alcalino, por exemplo a clara de ovo. A reducgéo
do pH de um alimento contribui para a diminuicdo do crescimento microbiano, sendo que, a
um pH abaixo de 4.6, a maioria das baterias patogénicas ndo se multiplica.

Os fungos desenvolvem-se em valores de pH entre 2.5 a 9.5, as leveduras apresentam
um pH étimo de crescimento entre 4.5 a 6 e os bolores de 3.5 a 4.0 (1). Os alimentos acidos
tém valores de pH inferiores a 4.5, sendo este o limite minimo para o crescimento da maioria
dos microrganismos patogénicos. Porém, algumas vezes, bactérias sobrevivem a valores
inferiores, tal como a Listeria monocitogenes, Salmonella spp. e E. coli O157:H7 (12).

O potencial de oxidagdo-reducdo, isto €, a capacidade em milivolts (mV) de um meio
aceitar ou doar eletrdes, € outro fator importante na contaminacédo dos alimentos. As reacdes
de oxidacdo-reducdo sdo essenciais para 0S microrganismos na obtencdo de energia por
fosforilacdo oxidativa. Em sistemas aerébios, como a carne picada e algumas frutas, o
potencial atinge valores de 300 mV, o que permite o crescimento de microrganismos
tipicamente aerobios, como a Pseudomonas spp. e bolores. Em sistemas anaerdbios, o
potencial apresenta valores de -150 mV e, portanto, € onde as bactérias lacticas e Clostridium
spp. conseguem sobreviver (12).

A temperatura € um aspeto crucial quando nos referimos ao crescimento bacteriano,
uma vez que todos 0s microrganismos possuem uma gama de temperatura de crescimento
Otima. A maioria dos microrganismos patogénicos encontra condi¢bes Otimas de
crescimento entre os 30°C e os 45°C, mas existem bactérias patogénicas que sobrevivem a
baixas temperaturas, como Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenese, que podem
sobreviver e crescer a temperaturas de refrigeracdo. Entre as bactérias patogénicas, o
Staphylococcus aureus € das mais resistentes a elevadas temperaturas e pode sobreviver a
condicGes de temperatura de 60°C durante 15 minutos (2,9).

Para os fungos, a gama de temperaturas 6tima situa-se entre os 20 e os 30°C. Alguns
fungos conseguem desenvolver-se a temperaturas de refrigeracdo acimas dos 0°C, como o
Penincillium roquefort, e também a temperaturas elevadas, como o Aspergillus fumigatos,
que sobrevive a temperaturas de 55°C (1).

Outro parametro a ter em conta € a composicao atmosférica. De facto, a utilizagdo de

atmosferas modificadas € um método de preservacdo muito utilizado, pois inibe o
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crescimento bacteriano através do uso de gases, como o dioxido de carbono, ozono e
oxigénio ou uma combinacgdo destes (2). Os microrganismos aerébios precisam de oxigénio
para viver, enquanto os anaerébios vivem mesmo na auséncia de oxigénio, tal como a
bactéria Clostridium botulinum (4). A maioria das bactérias patogénicas é anaerdbia
facultativa, ou seja, consegue crescer na presenca ou auséncia de oxigénio, tendo uma
preferéncia. Nesta incluem-se a familia das Enterobacteriaceae, Salmonella spp., E. coli,
Listeria monocytogenes, entre outras (12). Na tabela 4 descrevem-se os principais fatores
intrinsecos e extrinsecos para o0 desenvolvimento dos principais microrganismos

patogenicos.

Tabela 4 - Principais fatores intrinsecos e extrinsecos para o desenvolvimento dos principais
microrganismos patogenicos, adaptado da referéncia (1).

Parametros
Perigos Tmin Tma pHmin pHmax awmin
(°C) (*C)

Bacillus cereus 4 55 4.3 93 0.92
Campylo bacter jejuni 30 45 4.9 95 0.987
Clostridium  botulinum 33 45 5 9 0.97
Clostridium botulinum 10 48 4.6 9.0 0.94
Clostridium perfringens 10 52 5.0 9.0 0.93
Escherichia coli 6.5 49.4 4.0 9.0 0.95
Enterotoxina estafilococica 10 50 476 9.02 0.86
Listeria monocylogenes 0.4 45 4.4 94 0.92
Salmonela spp. 52 46.2 3.7 95 0.94
Shigella spp. 6.1 47.1 48 9.34 0.96
Staphylococcus aureus 7 50 4 10 0.83
Staphylococcus aureus — toxina 10 48 4 9.8 0.85
Vibrio parahaemolyticus 5 45.3 4.8 " 0.94
Vibrio cholerae 10 43 5 10 0.97
Vibrio vulnificus 8 43 5 10 0.96
Yersinia enterocolitica -1.3 42 4.2 10 0.945
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1.3 Métodos de detecéo dos principais microrganismos patogénicos encontrados nos
alimentos

1.3.1 Principais métodos utilizados para a detecéo e identificacdo de microrganismos

Atualmente, as analises microbioldgicas realizadas recorrendo a microbiologia
tradicional sdo ainda as mais utilizadas por laboratérios da Unido Europeia, devido ao seu
baixo custo. Existem outros métodos mais rapidos, mas com equipamentos muito
dispendiosos (14).

Os métodos considerados “convencionais” &0 aqueles que se baseiam na contagem
de unidades formadoras de colonias (UFC) apds a indugdo do crescimento num meio de
cultura. Entre os métodos mais usados encontra-se o método de sementeira por incorporacao,
que permite a contagem de UFC, sendo a analise feita pela adicao de quantidades conhecidas
(normalmente 1 ml de volume de solu¢cdo mée ou diluicdes) a um meio a base de agar,
derretido numa placa de Petri.

Outro método “convencional” utilizado ¢ o método de sementeira a superficie, em
que o inoculo é espalhado a superficie do meio, por espalhamento, em quantidades,
normalmente, inferiores a 100 pl. Este meio € bastante Util e € usado em microrganismos
estritamente aerdbios, de modo a que o crescimento ocorra a superficie, e quando 0s meios
sdo opacos, 0 que impossibilitaria a contagem das coldnias se estas ndo crescessem a
superficie. O Most Probable Number Counts (MPNC), um método menos utilizado,
consiste, basicamente, na analise de organismos viaveis, inferida da examinacdo de multiplas
culturas, efetuadas com varias diluigdes. Por fim, determina-se em que dilui¢Oes se observa
ou ndo o crescimento (13,14).

Em aguas, no caso de alguns parametros microbioldgicos, utiliza-se o método da
filtracio por membrana. Os filtros da membrana possuem poros com didmetro
compreendidos entre 0,43-0,47um, para a maioria dos isolamentos microbianos. Assim,
ocorre a passagem de agua, retendo apenas as bactérias, sendo que algumas membranas
possuem grelhas impressas para facilitar a contagem de colénias. De seguida, os filtros
podem ser inoculados a superficie de meios seletivos, seguindo-se uma inoculacdo em
estufas, a temperaturas e duragdo adequadas a analise que se esta a efetuar (15).

Nos alimentos, os principais microrganismos analisados sdo 0s microrganismos a

30°C, a andlise de coliformes, Bolores e Leveduras a 25°C, Enterococcus spp., Escherichia
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coli., Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens e
Staphylococcus coagulase positivos.

a) Contagem de microrganismos a 30°C, 22°C e 37°C

A contagem dos microrganismos a 30°C fornece informagdes acerca dos critérios de
higiene de processos, pois considera-se que esta temperatura é 6tima para o crescimento dos
microrganismos presentes em alimentos e superficies.

As temperaturas de 22°C e 37°C estdo associadas a analise das dguas. A contagem
dos microrganismos a temperatura de 22°C fornece indicagGes de higiene geral, feita a
analise a temperatura ambiente. A contagem de microrganismos a temperatura 37°C é
indicadora de microrganismos de contaminacdo fecal, pois estes sdo mais resistente a altas
temperaturas devido ao seu habitat natural, o intestino de humanos e animais.

Na analise sdo usados meios ndo seletivos, como Plate Count Agar (PCA), que
permitem o crescimento de uma vasta gama de microrganismos e Yeast Extract Agar (YEA)

utilizado na andlise a 4guas (10).

b) Contagem e pesquisa de Coliformes

O termo coliforme representa um grupo de espécies de bactérias de varios géneros
que apresentam muitas caracteristicas comuns: Escherichia, Enterobacter, Klebsiella,
Citrobacter e, provavelmente, Aeromonas e Serratia. S&0 todas Gram-negativas, nédo
formadoras de esporos, anaerobias facultativas, fermentadoras de lactose com producéo de
acidos (acido férmico, acido acético, acido propiénico) e producdo de gas, normalmente
dioxido de carbono. Este grupo de bactérias encontra-se nas fezes de humanos, animais de
sangue quente, aves e na natureza. As analises a estes microrganismos sdo feitas, tanto em
alimentos, como em aguas (10,11).

O meio mais utilizado é o Violet Red Bile Lactose Agar (VRBL), que contém a
presenca simultanea de sais de violeta cristal e de sais biliares, os quais inibem as bactérias
Gram-positivas. A fermentacdo da lactose com producéo de acido mostra-se atraves da cor
vermelha do indicador de pH (12).
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c) Contagem de Enterobactérias

As Enterobactérias sao uma familia constituida por bacilos Gram-negativos, aerobios
e anaerobios facultativos, oxidase negativos, fermentadores de glucose e produtores de
catalase, enzima que destroi peroxidos toxicos que se iriam acumular durante 0 metabolismo
aerdbico (10).

Os principais géneros desta familia sdo Citrobacter, Edwarddsiella, Enterobacter,
Escherichia, Hafnia e Klebsiella, Morganella e Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia,
Shigella e Yersinia (10,11).

A distribuicdo das Enterobactérias é ubiquitaria na natureza, podendo ser encontradas
no solo, &gua, plantas, bem como na flora intestinal humana. Estdo normalmente presentes
em alimentos crus e, como sao pouco tolerantes, ao calor deviam estar ausentes em alimentos
processados com calor. Como tal, a sua presenca em alimentos cozinhados mostra uma
contaminacédo pos tratamento térmico (16).

Os métodos recomendados para detetar coliformes, coliformes fecais e E. coli
baseiam-se na capacidade destas espécies para fermentarem a lactose. Em contraste, alguns
agentes patogénicos entéricos nao fermentam lactose, assim como a maioria dos sorotipos
de Salmonella spp. (16). O meio de cultura utilizado é rico em glucose e a sua fermentagéo
resulta em acidificacdo do meio, revelada pela cor vermelha da col6nia, resultado da
mudanca de cor do indicador de pH (vermelho neutro) e pela precipitacao dos acidos biliares
em torno das coldnias. O meio mais utilizado, Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG), além
das caracteristicas mencionadas acima, contém sais violeta cristal e os sais biliares que

inibem as bactérias Gram-positivas (14).

d) Contagem de Bolores e Leveduras a 25°C

A anélise de bolores e leveduras € feita em alimentos com baixa awe pH acido, como
0s vegetais, legumes e cereais. Como estes microrganismos apresentam a capacidade de
producdo de micotoxinas toxicas para o homem, é importante fazer uma avaliacdo destes
nos alimentos, avaliando, nomeadamente a higienizacdo dos processos (10,11). O meio
seletivo “Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar” (DRBC) é o mais usado. Este
meio contém triptona e glucose, para garantir o crescimento das leveduras e bolores, e
antibioticos para reforcar a seletividade do meio, ou seja, para ndo permitir o crescimento da

maioria dos contaminantes bacterianos (14).
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e) Contagem Enterococcus spp.

O género Enterococcus é constituido por bactérias Gram-positivas, ndo formadoras
de esporos. Morfologicamente podem apresentar-se em cocos (forma esférica) isolados, em
pares ou em forma de coco-bacilos. Além disso, ndo apresentam motilidade, sao
microrganismos ndo produtores de catalase, anaerdbios facultativos e apresentam uma
elevada resisténcia a agentes fisicos, o que lhes permite sobreviver a ambientes hostis (16).
A presenca do género Enterococcus em humanos € detetada, principalmente, no aparelho
digestivo e urinario, bem como em animais (passaros e insetos). Entre as espécies
reconhecidas, varias sdo encontrados no intestino de seres humanos, animais para
alimentacdo e aves, incluindo as espécies de Enterococcus faecalis, faecium, durans,
gallillanarum, avium, e hirae.

Assim, estes microrganismos podem encontrar-se em diferentes alimentos através da
contaminacdo fecal ou através da agua, vegetacdo e equipamentos, sendo que o seu valor
como indicador de contaminacdo fecal é questiondvel (10,11). Para o isolamento de
Enterococcus spp., 0 meio seletivo utilizado possui sais biliares e esculina, que por sua vez
reage com o citrato de amonio férrico para formar um composto de coloragéo castanho-preto
(11,12).

f) Contagem e pesquisa de Escherichia coli

A bactéria E. coli pertence a familia das Enterobactérias. Esta bactéria Gram-negativa
é ndo produtora de citocromo oxidase, fermentadora de lactose com formacdo de gas,
produtora de catalase e ndo formadora de esporos. Encontra-se no intestino humano, sendo
que a maioria das estirpes ndo sdo patogénicas. No entanto, existem estirpes que libertam
toxinas que provocam intoxicacdes alimentares (16). Existem 4 tipos de E. coli com base
nas suas propriedades de viruléncia: E. coli enteropatogénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli
enterotoxigénica e E. coli enterohemorragica. Os primeiros 3 tipos ndo sdo causadores
comuns de doengas transmitidas por alimentos em paises desenvolvidos, mas sdo uma
importante causa de diarreia infantil em paises menos desenvolvidos. JA a E. coli

enterohemorragica, particularmente associada com o sorotipo O157: H7, tem sido
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reconhecida como causa de uma série de surtos de colite hemorragica, sendo, portanto, a
mais toxica de todas (12).

As técnicas seletivas para pesquisa da bactéria E. coli exploram, principalmente, a
tolerancia do microrganismo a acidos biliares e outros compostos tensioativos, o que é
consequéncia do seu habitat natural, o intestino. O primeiro meio seletivo e diferencial foi
originalmente concebido por MacConkey, em 1905. Entretanto foi alterado por diversas
vezes, mas as suas caracteristicas essenciais mantiveram-se inalteradas. A sua constitui¢éo
inclui sais biliares, sais violeta de cristal e, por vezes, anilina, que agem como inibidores de
bactérias Gram-positivas. Além disso, o meio inclui a lactose como substrato e um indicador
de pH, geralmente o vermelho neutro. Os géneros Escherichia, Klebsiella e Enterobacter
produzem coldnias vermelhas, pois fermentam a lactose produzindo &cido forte. Ja os
géneros Salmonella, Proteus e Edwardsiella, com raras excecbes, produzem coldnias
incolores, porque ndo fermentam lactose. O meio de MacConkey ndo é, no entanto,
fortemente seletivo e ird4 suportar o crescimento de um numero consideravel de nédo
Enterobactérias, incluindo bactérias Gram-positivas, tais como 0s enterococos e 0S
estafilococos (11,12).

Uma caracteristica bioguimica da bactéria E. coli que cada vez mais € utilizada nos
meios de diagnostico é a atividade de B-glucuronidase, caracteristica essa que abrange,
aproximadamente, 95% das estirpes de E. coli. Na identificacdo da bactéria, também se usam
testes bioguimicos, nomeadamente o teste da producdo de indol, a partir do triptofano
(11,12).

g) Pesquisa de Salmonella spp.

O género Salmonella é membro da familia Enterobacteriaceae e caracteriza-se por
bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos, anaerébias facultativas, produtoras de
catalase positiva e ndo produtoras de citocromo oxidado. Este género é dividido em 2
espécies: S. entérica e S. bongori (10). Dentro da primeira existem 6 subtipos, 0s quais se
encontram no trato gastrointestinal de varios animais, dai que produtos de origem animal e
vegetal possam estar contaminados com estes microrganismos. A S. enteritidis e a S.
typhimurium sdo as mais frequentemente associadas a doengas em humanos (12).

O método amplamente aceite como norma para andlise da pesquisa da bactéria

consiste na técnica de cultura tradicional, a qual inclui cinco etapas. Este consiste num pré-
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enriquecimento em meio ndo-seletivo, 0 que aumenta a taxa de recuperacdo de salmonelas,
permitindo a reparacéo de células, ao mesmo tempo que restringe o crescimento de outros
microrganismos presentes (11,12).

S&o usados varios meios, sendo 0s mais usados 0 meio Muller-Kauffman tetrationato,
que contém tetrationato, verde brilhante e sais biliares, e 0 meio Rappaport-Vassiliadis (RV),
constituido por cloreto de magnésio e verde malaquite, apresentando uma ligeira redugéo do
pH. Os meios de enriquecimento sdo utilizados em paralelo, desde que difiram na sua
seletividade (11,12). A partir dos meios de enriquecimento seletivo, as culturas séo semeadas
em meios solidos, onde se utilizam dois meios em paralelo. Os meios seletivos contém sais
biliares e/ou verde brilhante, como o meio Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) e o meio
Salmonella Shigella Agar (SS). Geralmente, a reacdo de diagnostico é fornecida pela
incapacidade da maioria das Salmonellas spp. para fermentar a lactose e/ou produzir
sulfureto de hidrogénio. A confirmacdo é feita através de testes bioquimicos e testes
seroldgicos (aglutinacdo com anti-soros polivalentes). Todo o protocolo é bastante complexo
e demorado, exigindo pelo menos quatro dias para um resultado negativo. Portanto, outros
procedimentos tém sido descritos na tentativa de simplificar o processo e reduzir o tempo
envolvido, nomeadamente testes que utilizam a motilidade, testes imunolégicos Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), sondas de &cido desoxirribonucleico (DNA) que
utilizam Polimerase Chain Reaction (PCR), entre outros (10).

h) Pesquisa e contagem de Listeria monocytogenes

A bactéria L. monocytogenes € a Unica estirpe patogénica entre as seis espécies
atualmente reconhecidas, dentro do género Listeria associada a doencas de origem alimentar.
Esta bactéria € um microrganismo intracelular facultativo (pode sobreviver e multiplicar-se
em células do sistema de mondcitos-macréfagos) e progride com mais facilidade em pessoas
imunodeprimidas, dado que ativa a imunidade celular especifica dos individuos. No entanto,
especies como L. seeligeri, L. welshimeri e L. ivanovii ja foram ocasionalmente associadas
a doengas em humanos (16).

A bactéria L. monocytogenes é uma bactéria anaerdbia facultativa, Gram-positiva

fina com hastes curtas, produtora de catalase, oxidase negativa e ndo formadora de esporos.

22


http://en.wikipedia.org/wiki/Xylose
http://en.wikipedia.org/wiki/Lysine
http://en.wikipedia.org/wiki/Deoxycholate
http://en.wikipedia.org/wiki/Agar

Além disso, produz uma B-hemolisina de 58 kDa, denominada listerolisina O, que atua
sinergicamente com a hemolisina produzida por Staphylococcus aureus, aumentando a zona
de hemdlise em agar de sangue. Esta reacdo constitui o fundamento de um teste de
diagnostico Util para distinguir L. monocytogenes da L. innocua, o teste de Christie, Atkins,
Munch-Petersen (CAMP) (10,12).

Os meios mais usados sdo meios seletivos que contém cloreto de litio, feniletanol,
anidrido de glicina e antibioticos. A identificacdo de presumiveis coldnias de Listeria spp.,
consiste na incorporacdo de esculina e citrato de amonio férrico para que as colonias de L.
monocytogenes formadas apresentem uma cor castanho-escura ou preta, como resultado da
sua capacidade de hidrolisar a esculina (12). A confirmagdo da identificagdo de L.
monocytogenes exige mais testes bioquimicos, incluindo testes de fermentacdo de acucar,
com o objetivo de a distinguir de outras espécies de Listeria, em particular, o teste CAMP
para diferenciar L. monocytogenes de L. innocua. Também existem testes miniaturizados
especificos que foram produzidos para simplificar este procedimento, como as galerias API
e os testes imunoldgicos (ELISA), que substituem o teste de CAMP (11,12).

i) Contagem de Bacillus cereus

Os membros do género Bacillus sdo bactérias Gram-positivas, aerdbias, formadoras
de esporos. Este género é constituido por cerca de 80 espécies, mas apenas uma pequeno
nimero causa intoxicacdes alimentares, nomeadamente as espécies B. cereus e Bacillus
subtilis (10).

A espécie Bacillus cereus é uma bactéria anaerobia facultativa, com grandes células
vegetativas, tipicamente, com o diametro superior ou igual a 0,9 um. Como formadora de
esporos, € amplamente distribuida na natureza e pode ser isolada a partir do solo, da agua e
da vegetacdo. Esta ubiquidade significa que € um componente comum da flora intestinal nos
humanos. Uma vez que a bactéria é produtora de exotoxinas pode provocar toxinfecbes
alimentares. (16),9).

Na detecdo da bactéria Bacillus cereus € comumente usado um meio néo seletivo, tal
como agar de sangue, utilizando como agente seletivo a adigdo do antibidtico polimixina,
para suprimir as bactérias Gram-negativas. Na identificacdo da bactéria Bacillus cereus é

utilizado um meio de diagnodstico mais seletivo que contem polimixina, piruvato, gema de
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ovo, manitol e azul de bromotimol. A bactéria produz col6nias que retém a cor azul-turquesa
do indicador de pH (azul de bromotimol) devido a sua incapacidade de fermentar o manitol.
As coldnias apresentam na sua periferia uma zona de precipitacdo de gema de ovo causada

pela atividade da lecitinase (11,12).

J) Pesquisa de esporos de Clostridium sulfito-redutores.

O género Clostridium é composto por véarias espécies, e cada uma destas apresenta
um conjunto de fatores de viruléncia distintos. Os Clostridium sulfito-redutores sdo os que
apresentam maior interesse a nivel da satde publica. A analise deste grupo em alimentos ou
aguas para consumo humano, indica a potencial presenca de Clostridium perfringens e
Clostridium botulinum.

A bactéria Clostridium perfringens é Gram-positiva, anaerobia, tem a forma de
bastonete e forma esporos ovais. Esta espécie de Clostridium difere da maioria, que possui
grandes hastes, encapsuladas e com motilidade. Embora seja anaerdbia ndo produtora de
catalase, é capaz de sobreviver e crescer, ocasionalmente, na presenca de oxigénio. Além
disso, apresenta uma distribuicdo generalizada na natureza, podendo ser isolada a partir de
agua, sedimentos, poeira e alimentos crus e processados. Consequentemente, esta bactéria é
um habitante comum do trato gastrointestinal humano, mas para ocorrer doenca € necessario
uma ingestdo de elevadas quantidades de bactéria, a qual produz a toxina lecitinase
(fosfolipase C) (10). Esta toxina possui a capacidade de hidrolisar a lecitina e outros
fosfolipidos, desempenhando um papel importante na patogénese através do ataque as
membranas das células, o que provoca o rompimento do tecido local da ferida. De realcar
gue a sua absorcdo para a circulacdo provoca uma toxémia grave (10,11).

Na analise a alimentos, a contagem total (células vegetativas mais esporos) é
determinada ap6s o aquecimento de uma suspensédo a 80+1°C, durante 10 minutos. Os meios
mais utilizados contém antibidticos como agentes seletivos, fazendo uso da capacidade da
bactéria C. perfringens reduzir sulfitos para produzir colénias negras. As coldnias suspeitas
podem ser confirmadas pela auséncia de motilidade, pela sua capacidade para reduzir o
nitrato a nitrito, pela fermentacao de lactose e pela liquefacdo de gelatina (11,12).
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k) Contagem de Staphylococcus coagulase positivos

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae e é constituido por
cocos Gram-positivos, com didmetro de 0,5 a 1,5 pum, imdveis, capsulados e néo
esporulados. Sdo anaerobios facultativos, produtores de catalase e de &cidos por degradagéo
da glucose, em aerobiose ou em anaerobiose.

A espécie Staphylococcus aureus € a Unica produtora de coagulase, diferenciando-se
das outras espécies patogénicas para 0 homem. Juntamente com muitos outros estafilococos,
estd naturalmente presente no nariz, garganta, pele e cabelo dos seres humanos saudaveis,
bem como em animais (10,12). O meio de cultura seletivo mais bem sucedido e amplamente
utilizado para detecdo de S. aureus é o meio desenvolvido por Baird-Parker (BP), no inicio
de 1960. Este combina as virtudes de um elevado grau de seletividade e a capacidade para
recuperar células danificadas. O cloreto de litio e o telurito atuam como agentes seletivos,
enquanto a gema de ovo e o piruvato ajudam na recuperacdo das células danificadas. A
reducdo do telurito por S. aureus produz coldnias negras caracteristicas, que estdo rodeadas
por uma zona opaca, como ilustrado na figura 2, resultante da hidrdlise da vitelina, proteina
da gema de ovo. A aparéncia das colonias no meio BP resulta numa identificacdo presuntiva
de S. aureus que é, muitas vezes, confirmada por testes de producdo de coagulase. A
coagulase é uma enzima extracelular que coagula plasma sanguineo humano ou animal, na
auséncia de calcio, sendo que é usado, normalmente, plasma de coelho tratado com acido
etileno diamino tetra-acético (EDTA) (11,12).
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Figura 2- Colénias Staphylococcus auerus em meio Baird-Parker agar, adaptado da referéncia (12).
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1.3.2 Principais testes bioquimicos

Apesar de algumas caracteristicas bioquimicas serem as mesmas para 0 mesmo género
e espécie, existem diferencas exibidas por diferentes estirpes dentro da mesma espécie. A E.
coli é um exemplo disso, possuindo estirpes que diferem tanto bioquimicamente como
antigenicamente. Espécies de géneros diferentes podem mostrar muita similaridade, tal
como as bactérias Salmonella spp. e Citrobacter spp..

Estas variacGes tornam necessario a utilizacdo de testes bioquimicos para excluir os
falsos positivos e negativos. Os meios microbioldgicos sdao muito raramente, ou nunca,
seletivamente perfeitos, permitindo o crescimento de outros microrganismos. Em
contrapartida, por vezes, os microrganismos de interesse produzem reaces atipicas, mas ndo
negativas, o que pode levar a um falso negativo, como por exemplo o género Salmonella
que, normalmente, ndo fermenta a lactose. Estes resultados sdo, geralmente, considerados
como provaveis e sdo necessarios testes de confirmacdo. O uso destes testes permite

distinguir o microrganismo de interesse de outros que possuem uma reacdo semelhante (12).

Teste da catalase

O principio do teste consiste na adi¢cdo de perdxido de hidrogénio e observacao da
formacdo de oxigénio e agua. A catalase pertence a subclasse das oxirredutases, as quais
utilizam o peroxido de hidrogénio como aceitador e doador de eletrdes, decompondo-o0 em
agua e oxigénio. A catalase é produzida por bactérias, como o Bacillus spp. O resultado é
positivo quando a reacdo de catalise é rapida, libertando oxigénio, fendmeno observado pela

formacéo de bolhas em apenas alguns segundos (11,13).

Teste da oxidase

As bactérias que possuem metabolismo respiratorio aerébio possuem o citocromo c
na parte final da cadeia respiratdria, cujo grupo heme possui um atomo de ferro, o que Ihes
permite usar o oxigénio livre no seu metabolismo energético, reduzindo-se e oxidando-se. A
enzima indofenol oxidase, também presente em microrganismos aerdbios, oxida o citocromo
¢, sendo este que, na forma oxidada, vai reagir no teste da oxidase. O principio baseia-se na
mudanga de cor por oxidacdo do reagente dihidrocloreto de tetrametil p-fenilenodiamina,

pela enzima do microrganismo oxidase positivo, como por exemplo, a Pseudomonas
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aeruginosa. Esta reacdo é considerada positiva se, em dez segundos, houver mudanca de cor
para um composto de cor roxa escuro (11,13).

Teste para utilizacdo de hidratos de carbono

Muitos microrganismos podem utilizar um ou mais hidratos de carbono no
metabolismo energético, processo denominado por fermentacdo. Esta capacidade pode ser
usada para a identificacdo dos microrganismos. Nos testes de utilizacdo de hidratos de
carbono, os microrganismos produzem acido, normalmente acompanhado pela producao
gases. No entanto, algumas bactérias produzem &cido sem a formacéao de gas, como 0 género
Listeria. O teste € comumente utilizado para identificacdo e descriminagdo entre espécies e
géneros e é também aplicado, apds testes preliminares, como coloracdo Gram, catalase e

oxidase, fazendo parte de testes bioquimicos usados como base nas galerias APIs (11,13).

Teste da coagulase

A coagulase € uma enzima que converte fibrinogénio em fibrina. Neste teste, a
enzima reage com fatores plasmaticos, formando um complexo que atua no fibrinogénio do
plasma, formando a fibrina. Normalmente, em testes laboratoriais, é usado o plasma de
coelho. A producdo desta enzima estd fortemente associada a estirpes patogénicas de
Staphylococcus aureus (coagulase positiva). Este teste é comumente utilizado na
identificacdo de Staphylococcus aureus, pois, dentro do género Staphylococcus, esta é a
Unica espécie patogénica que a produz. Quando o resultado € positivo, o coagulo ocupa mais

de metade do volume inicialmente ocupado pelo liquido, como ilustrado na figura 3 (11,13).
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Figura 3- llustracdo da reacéo do teste de coagulsse: A, reacdo negativa; B e C, forte reaco positiva,
adaptado da referéncia (14).

Teste de aglutinacdo

O teste de aglutinagdo mais simples € por deslizamento. Este teste ¢ usado na

identificacdo e divisdo de género Salmonella em diferente serotipos, baseando-se no
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principio de que as bactérias Salmonella spp. possuem uma elevada gama de antigénios de
superficie. Utilizam-se anticorpos purificados especificos para um determinado
microrganismo. Os anticorpos sdo misturados com uma colonia isolada do microrganismo
em especifico. O resultado € positivo quando a aglutinagéo € vista a olho nu, resultado da

ligacdo do antigénio ao anticorpo (13,14).

Teste de coloracdo Gram

E uma técnica que permite, por microscopia, distinguir os dois principais grupos de
bactérias, as Gram-negativas e Gram-positivas. Estas distinguem-se pelas suas camadas
externas. As bactérias Gram-negativas apresentam uma parede celular mais complexa,
constituida por duas camadas de fosfolipidos e por uma fina camada interna de
peptidoglicano. Ja as bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular mais simples,
mas robusta, constituida, principalmente, por uma grande camada externa de peptidoglicano
e uma interna de lipoproteinas (11,13). Quando as bactérias sdo tratadas com cristal violeta
e depois tratadas com solucéo de iodo (lugol), forma-se um composto de coloracdo escura
(roxo-violeta), tornando-se visiveis ao microscopio. Tanto as bactérias Gram-negativas
como as Gram-positivas sdo coradas desta maneira. No entanto, nas bactérias Gram-
negativas a coloracao € reversivel, ao contrario das Gram-positivas em que se pode remover
0 corante com um solvente, normalmente alcool etilico. As bactérias Gram-negativas podem
ser recoloradas por um corante de cor contrastante, usualmente vermelho de safranina.
Quando observadas por microscopia, as bactérias Gram-negativas apresentam cor vermelha

e as Gram-positivas cor roxo-violeta (12).

O teste de Indol

Este teste determina a capacidade de producao de indol pelo microrganismo. O indol
€ um composto aromatico constituido por um anel benzénico e um pirrol, que faz parte da
estrutura do aminoacido triptofano. Algumas bactérias conseguem dividir triptofano e
produzir indol. A producdo de indol é uma carateristica possuida por diferentes

microrganismos, mas esta € usado principalmente na diferenciacdo de espécies dentro da

28



familia das Enterobacteriacea, nomeadamente na detecdo de E. coli. O teste de indol baseia-
se na adi¢do do reagente de Kovacs, reagente bioquimico constituido por alcool isoamilico,
p-dimetilaminobenzaldeido e &cido cloridrico concentrado, o qual reage com o indol,
ocorrendo a producdo de um complexo de cor vermelha. O resultado considera-se positivo

se ocorrer a mudanga de cor de amarelo para violeta (11,13).

O teste de Christie, Atkins, Munch-Petersen (CAMP)

O teste de CAMP é um teste realizado em meio de agar de sangue, onde a L.
monocytogenes produz uma [-hemolisina, como referido anteriormente. Esta atua
sinergicamente com a hemolisina produzida por Staphylococcus aureus, aumentando a zona
de hemdlise em agar de sangue. O método consiste numa placa de agar de sangue, onde séo
feitas duas linhas em paralelo, com culturas puras de Staphylococcus aureus e Rodococcus
equi. Depois, perpendicularmente, sdo feitas linhas horizontais com as estirpes puras de
Listeria e a bactéria a analisar, sem estas se intersetarem. Posteriormente, € feita incubacédo
a 37°C, durante 18h-24h. Utilizam-se culturas de controlo de L. monocytogenes, que
apresenta uma banda estreita de f-hemdlise, L. innocua, ndo apresentando p-hemolise e L.
ivanovii, que apresenta uma zona larga de p-hemolise. O resultado é positivo quando a zona
de hemdlise entre o organismo puro e a cultura a analisar apresentar zonas de B-hemolise

idénticas, como ilustrado na figura 4 (11,13).

Narrow band of

fi-haemolysis Listeria monocytogenes

Listeria seeligeri

Listeria innocua/
Listeria welshimeri/
Listeria grayi

No haemolysis

Listeria ivanovii

Wide band of
p-haemolysis

Figura 4- llustracdo da reacdo dada pela Listeria spp. no teste de CAMP, adaptado da referéncia (14)

Galerias Analvytical Profile Index (APIs)

Os kits ou galerias APIs compreendem uma gama de testes miniaturizados. A galeria
é constituida por um conjunto de cupulas que contém o meio de crescimento e reagentes de

diagnostico, para uma elevada variedade de grupos de microrganismos. A galeria mais
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conhecida € a API 20 E, que contém mais de 21 testes para identificar os membros da familia
Enterobacteriaceae, como o género Salmonella. Outra galeria mais utilizada é a API
Listeria, especifica para o géenero Listeria.

A figura 5 mostra o resultado das reacdes quando se usa uma cultura pura de E. coli.
O microrganismo é identificado consoante a reacdo positiva ou negativa de cada cupula,
sendo a positividade ou negatividade da reacéo identificada pela cor que se verifica ou pela
formacéo de precipitados ou pela formacdo de gas. A partir deste resultado é feita uma

identificacdo do género e espécie do microrganismo, atraves de uma tabela de resultados,

que se encontra no manual de instrucdes da galeria (11,13).

G -

D

UL L L L

= -
A oo Tal 1g)‘\.uaE HK'NU‘Q GEL UIU‘MAN TNO _ SOR ® RHA  BAC MEL & AMY  ARA

CEgEeL

>

Figura 5- Galeria APl 20E usando uma cultura pura de E. coli, adaptado da referéncia (12).
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1.4 Legislacéo e sistemas de qualidade e seguranca alimentar

1.4.1 Legislagéo europeia e nacional

Portugal, como um estado-membro da Unido Europeia, € conjuntamente com 0s
documentos da Comissdo do Codex Alimentarius, adota referéncias e regulamentos
realizados pelo Parlamento Europeu e pelo Conselho, implementando-os como legislagao
obrigatdria a seguir por todas as empresas do ramo alimentar (17).

A Comissdo do Codex Alimentarius (Codex Alimentarius Comission), criada em
1963, foi estabelecida por duas organizacgdes: Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO) e World Health Organization (WHO). Esta comissdo tem como
principal missdo a protecdo da satde do consumidor, assegurando praticas comerciais justas
e seguras na area alimentar, bem como promovendo a coordenacdo de todas as normas
alimentares realizadas por organizacbes internacionais governamentais e ndo-
governamentais. A comiss@o tornou-se a referéncia internacional mais importante para o
desenvolvimento de normas alimentares. Dentro da legislagcdo alimentar adotada em

Portugal, inclui-se como referéncias base o Regulamento (CE) n.° 178/2002, que institui a
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Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA- European Food Safety
Authority) (17).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) localiza-se em
Parma, na Itdlia. Esta foi criada e financiada pela Unido Europeia como uma agéncia
independente em 2002, apds uma série de crises alimentares que levaram o publico europeu
a expressar preocupacOes acerca da seguranca alimentar e da capacidade das autoridades
reguladoras protegerem os consumidores. A EFSA presta aconselhamento cientifico
objetivo em todas as matérias, com uma colaboracao estreita com as autoridades nacionais
e em consulta aberta com as partes interessadas, tendo um impacto direto ou indireto na
seguranca alimentar humana e animal (8).

A legislacéo europeia e, consequentemente, nacional encontra-se dividida em trés
regulamentos. O primeiro, o Regulamento (CE) n.° 852/2004 do Parlamento Europeu e do
Concelho, de 29 de Abril de 2004, refere-se as regras de higiene dos géneros alimenticios a
que estdo sujeitas as fases de preparacdo, transformacdo, fabrico, entre outros, desde a
producdo primaria até a venda ou a disponibilizacdo dos géneros alimenticios ao
consumidor, ndo abrangendo questbes relativas a nutricdo, nem a qualidade dos géneros
alimenticios (17). O segundo regulamento, o Regulamento (CE) n.° 853/2004, contém as
regras especificas de higiene aplicaveis aos alimentos de origem animal, a fim de garantir
um nivel elevado de seguranca dos géneros alimenticios e de saude publica. O terceiro
regulamento, o Regulamento (CE) n.° 854/2004, consiste no estabelecimento de um quadro
comunitario para controlo de produtos de origem animal destinados ao consumo humano.
Este regulamento estabelece regras especificas para as carnes frescas, 0s moluscos bivalves,
o leite e os produtos lateos (17).

Estes Regulamentos sdo ainda complementados pelo Regulamento (CE)
n.° 882/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de Abril de 2004, relativo aos
controlos oficiais realizados para assegurar a verificagdo do cumprimento da legislacdo
relativa aos alimentos para animais e aos géneros alimenticios, normas relativas a saude e ao
bem-estar dos animais. A Diretiva 2002/99/CE estabelece as condi¢6es para a colocagdo no
mercado dos produtos de origem animal, restri¢ces apliciveis aos produtos provenientes de
paises ou de regides terceiros, sujeitos a restricdes de policia sanitaria. A implementacdo de
um sistema Hazard Analysis and Critical Control Point (HACCP) nas empresas alimentares

encontra-se incluido no Regulamento (CE) n.° 852/2004. Torna-se necessario a
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obrigatoriedade do seguimento de um processo ou processos permanentes baseados nos
principios HACCP, por parte de todas as empresas do ramo alimentar (17).

1.4.2 Sistemas de qualidade e seguranca alimentar

Os sistemas de qualidade e seguranga alimentar constituem uma abordagem
sistematica para garantir a qualidade e seguranca dos produtos alimentares, em qualquer
estagio de producdo e distribui¢do. Alguns dos sistemas séo obrigatdrios por lei e outros séo
implementados voluntariamente. Os sistemas obrigatorios consistem nos Regulamentos
(CE) n.° 852, 853, 854 de 2004, onde o plano HACCP, bem como 0s seus pré-requisitos, se
encontram incluidos. Ja os sistemas voluntarios consistem em normas que surgem na forma
de cddigos de prética, diretrizes gerais e outras recomendacgBes (17). As normas
internacionais sdo usadas com o intuito de se alcancar a uniformidade, a promoc¢do da
normalizacdo, bem como atividades relacionadas com a concretizacdo destes objetivos.
Dentro das normas internacionais incluem-se as International Organization for
Standardization (1SO) 9001:2008 e ISO 22000:2005, bem como normas especificas para
retalno em certos paises, como International Featured Standers (IFS) e British Retail
Consortium (BRC) (18).

1.4.2.1 Pré-requisitos para implementacao de sistemas de qualidade alimentar

Antigamente, a producdo de alimentos orientava-se pelas Boas Praticas de Fabrico
(GMP — Good Manufacturing Practice), pelas Boas Praticas de Higiene (GHP — Good
Hygiene Practices) e pela analise de produtos finais. Estes procedimentos garantiam a
obtencdo de um produto final estavel e seguro. No entanto, a disseminacdo dos perigos
biolégicos comecou a gerar casos de grande gravidade e risco para a salde dos
consumidores. Como tal, foi necessario implementar sistemas que tenham uma prevencgado
ao longo dos processos e ndo somente a nivel do produto final, como é o caso do HACCP
(17).

A aplicacéo e seguimento do programa de pré-requisitos é de extrema importancia,
pois a maioria dos casos detetados ndo conformes néo estdo relacionados com as falhas na
implementacdo do HACCP, mas sim no cumprimento de boas praticas de higiene. Os pré-

requisitos garantem as condigdes operacionais e ambientais basicas necessérias para a
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producdo de alimentos in6cuos. Os cddigos de boas praticas que estdo incluidos no Codex
Alimentarius, conjunto de documentos de natureza diversa, agrupados em normas e
disposicdes, funcionam como programas de pre-requisitos para a implementacdo de um
sistema HACCP (19).

Assim, o sistema HACCP deve ser implementado sobre uma base sélida de
cumprimento de pré-requisitos, tais como, os incluidos no campo de ac¢do das Boas Praticas
de Fabrico, nos Procedimentos Padréo de Higiene Operacional (SSOP — Sanitation Standard
Operating Procedures) e nas Boas Praticas de Higiene. Como se verifica na figura 6, as
GMP, os SSOP e GHP cobrem muitos aspetos operacionais de instalacfes e pessoal (17).
Os pré-requisitos tém um papel essencial, uma vez que s&o obrigatdrios por lei no controlo
da seguranca alimentar, constituindo ferramentas de garantia de um produto final seguro.
Geralmente, os pré-requisitos devem controlar os perigos associados com a localizagédo e
estruturas, servicos, pessoal, instalacdes e equipamentos, enquanto o plano HACCP devera

controlar perigos associados diretamente com o processo (19).

Instalagéo

Produtos Equipamentos

Matérias

Primas Transporte

PRE -REQUISITOS

Pessoal Residuos

Abastecimento
de Agua

Figura 6- Areas abrangentes dos pré-requisitos, adaptado da referéncia (19).

1.4.2.2 Plano “Hazard Analysis and Critical Control Point” (HACCP)

O sistema de HCCP, sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo, é
um sistema preventivo de controlo da segurancga alimentar que comecou por ser aplicado
pela Agéncia Espacial Norte Americana (NASA), nos anos 60. Este sistema apareceu devido

ao facto de as intoxicacgOes alimentares poderem comprometer e afetar os astronautas, bem
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como a realizagdo da sua misséo espacial. O Sistema de HACCP foi criado pela Pillsbury
Comapany, em conjunto com a NASA, com o intuito de desenvolverem processos de
producdo de alimentos seguros para o exército Norte-americano, para 0 programa espacial.
Em 1971, o Sistema HACCP foi apresentado pela primeira vez, numa conferéncia sobre
seguranca alimentar, onde foi publicado em 1973, o primeiro documento que detalha esta
técnica (15,17).

Este sistema foi depois adotado pela Food and Drugs Administration (FDA), 6rgéo
do governo dos Estados Unidos, criado em 1862, com a funcdo de proteger a satde publica,
assegurando a eficécia e seguranca dos medicamentos de uso humano e veterinario, produtos
bioldgicos, dispositivos médicos, alimentos, cosméticos e produtos que emitem radiacdo. O
plano HACCP foi aplicado pela FDA no desenvolvimento de normas legais para a producao
de alimentos de baixa acidez, porque estes eram mais propicios a contaminagdo microbiana.
Em 1985, o sistema foi indicado pela Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos
para programas de seguranca alimentar. Em 1988, a International Commission on
Microbiological Specification for Foods (ICMSF) sugeriu a sua utilizacdo como base para
o controlo de qualidade, do ponto de vista higiénico e microbioldgico (19). A Comissao do
Codex Alimentarius incorporou as diretrizes para aplicacdo deste sistema, na sua vigésima
reunido em Genebra, de 28 de Junho a 7 de Julho de 1993. Nesse ano, a Unido Europeia
integrou as normas gerais aplicadas aos géneros alimenticios, integrando os principios do
Sistema HACCP a 14 de Junho de 1993, sendo que essa norma foi substituida pelo
Regulamento (CE) n.° 852/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de Abril de
2004 (15,17).

1.4.2.2.1 Os principios do HACCP

A implementacdo do sistema HACCP possibilita 0 aumento da seguranca e confianca
do consumidor, facilitando o cumprimento de exigéncias legais e permitindo uma resposta
mais rapida e eficiente relacionada com a inocuidade dos alimentos (19). A sua
implementacdo segue normalmente uma metodologia que se baseia em 7 principios

fundamentais:
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Principio 1 -Anélise de perigos

Este consiste na realizacdo de uma andlise de perigos, onde se identificam o0s
potenciais perigos associados a todas as fases do processo, desde a matéria-prima até ao
consumidor final. Inerente ao processo, encontra-se a avaliacdo da probabilidade e
severidade da ocorréncia do perigo identificado, bem como a anélise de eventuais medidas
preventivas, determinando a sua significancia (19). Como ja foi abordado no capitulo I,
existem 3 tipos de perigos alimentares: os microbioldgicos, 0s quimicos e os fisicos. A sua

identificacdo é essencial na implementacéo do sistema HACCP.

Principio 2 — Determinacdo dos pontos criticos de controlo (PPC)

A determinacdo dos PCC consiste num local, passo ou procedimento onde se espera
que se efetue o controlo de um perigo. A determinacdo dos PCC é utilizada para eliminar ou
minimizar o perigo e a probabilidade da sua ocorréncia. Na figura 7 encontra-se uma arvore
de decisé@o para PCC, a qual identificar 3 condicgdes: se este ponto do processo representa
um ponto critico, se este necessita ou ndo de controlo e se ja é controlado pelos pré-requisitos
(5,18).

Principio 3- Estabelecimento de limites criticos

O estabelecimento dos limites criticos deve garantir que cada PCC seja controlado,
sendo que, o limite critico consiste no critério ou valor que define a aceitacdo ou ndo do
processo. Por exemplo, as bactérias Salmonela spp. ndo sdo permitidas, por lei, nos
alimentos (5,17).

Principio 4- Estabelecimento de um sistema de monotorizacio

O estabelecimento de um sistema de monotorizacdo permite verificar se um ponto de
controlo se encontra sob controlo, produzindo registos precisos para uso futuro na
verificacdo do sistema. Este pode ser feito com o recurso a analises microbioldgicas

periddicas (4).
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Figura 7 -Arvore de decisdo de PCC, adaptado da referéncia (4).

Principio 5- Estabelecimento de acdes corretivas

Estas acOes sdo as medidas aplicadas em resposta a desvios aos limites criticos, ou

seja, medidas corretivas a tomar se 0 PCC se desviar dos valores aceitaveis (5,17).
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Principio 6- Estabelecimento de procedimentos de verificacio

O estabelecimento de procedimentos de verificagdo comprova a eficacia do sistema
HACCP, ou seja, consiste na aplicacdo de métodos, testes ou procedimentos que confirmem

a eficacia e cumprimento deste plano (19).

Principio 7- Estabelecimento de documentacdo e reqistos

O estabelecimento de documentacéo e registos, referentes aos principios e a sua
aplicacdo, consiste na producdo de registos precisos para uso futuro na verificacdo do
sistema (5,17).

1.4.2.2.2 Anélises microbioldgicas no sistema HACCP

A implementacdo com sucesso do sistema HACCP requer o uso de andlises e
recolhas microbioldgicas, as quais sdo importantes na avaliacdo das condicGes de higiene
dos manipuladores, superficies e utensilios a que o alimento possa entrar em contacto. Estas
andlises sdo importantes em quatro dos principios do plano HACCP: na anélise de perigos,
na determinag&o de pontos criticos de controlo, no estabelecimento de limites criticos e no
estabelecimento de procedimentos de verificagédo (12).

Para cada tipo de industria alimentar deve ser estabelecido um plano de amostragem
microbioldgica. Este plano deve adequar-se a natureza dos alimentos, bem como aos
processos pelos quais estes sdo expostos, tendo em conta o nivel que esse risco apresenta.
Esta é uma atividade de verificacdo essencial, permitindo a validacdo, isto é, a obtencdo de
evidéncias de que os varios principios do plano HACCP séo efetivos (15).

Os principais microrganismos analisados sdo aqueles que indicam a possibilidade de
intoxicacdo alimentar e a presenca e de outras bactérias patogénicas, 0s quais se denominam
microrganismos “indicadores”, como as bactérias Coliformes, a familia das
Enterobacteriacea e 0s principais microrganismos patogénicos que ja foram abordados no
capitulo I, uma vez que era impraticavel fazer-se uma analise de todos 0s microrganismos

patogeénicos (12).
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1.4.2.3 Normas Internacionais

Para além dos pré-requisitos e do HACCP, em conjunto com a legislagdo europeia,
existem normas que sdo de carater facultativo, como a norma ISO 9001:2008, que especifica
requisitos para um sistema de gestdo da qualidade, onde uma organizacdo precisa de mostrar
a sua capacidade para fornecer de forma consistente produtos que atendam ao cliente. Esta
norma ndo é especifica para a industria alimentar. A norma ISO 22000:2005 especifica
requisitos para um sistema de gestdo de seguranca alimentar e existe a necessidade de uma
organizacdo demonstrar a sua capacidade para controlar os perigos de seguranca alimentar,
com a finalidade de garantir que o alimento é seguro no momento do consumo humano (20).
As normas 1SO séo usadas com o intuito de se alcancar a uniformidade e de se promover a
normalizacdo de atividades relacionadas com a concretizacdo destes objetivos (18). As
disposicdes surgem na forma de cédigos de pratica, diretrizes gerais e outras recomendacdes,
ndo sendo, por isso, aplicaveis (17).

Existem outras normas, como a IFS, que consistem em certificagcdes exigidas por
clientes que se focam no retalho. Em paises como a Alemanha e Franga, estas focam-se na
avaliacdo do sistema da qualidade e de seguranca alimentar de fornecedores. A certificacdo
da IFS é feita por uma avaliacdo de requisitos, baseada num sistema de pontuacdes. A BRC
é uma certificag8o exigida pelos clientes, no retalho para a Inglaterra (19,20).

1.5 Higienizacdo e contaminagao em pequenas industrias alimentares

1.5.1 Higiene em pequenas industrias alimentares

Na industria alimentar, o processo de higienizacdo constitui um conjunto de praticas
que fornecam boas condicdes iniciais de higiene em superficies, equipamentos, utensilios e
todo o tipo de material que entra em contacto com o alimento. A higienizacéo deve remover
os materiais indesejados (restos de alimentos, corpos estranhos, residuos de produtos
quimicos e microrganismos) das superficies para um nivel que nao apresente qualquer risco
para a qualidade e seguranca do produto. A higienizacdo é feita pela simples limpeza ou pela
limpeza seguida de desinfecdo. O processo de limpeza consiste basicamente na eliminagédo
de restos de alimentos e outras particulas que permanecem sobre as superficies e é feita
através da utilizacdo de detergentes com agentes alcalinos ou &cidos. A eficiéncia destes
detergentes depende da concentracao, temperatura, tempo e acdo mecénica (23).
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Jé& a desinfecdo consiste na destrui¢do ou remogao dos microrganismos ou na reducao
para niveis aceitaveis de microrganismos que sobrevivem a limpeza fisica (10). A desinfecao
encontra-se dividida em 3 tipos: desinfecdo por calor, desinfecdo por radiacdo e desinfecao
quimica. A desinfecdo por intermédio do calor € um bom método, pois ndo é corrosivo e
destroi todos os tipos de microrganismos, embora apresente as limitagdes de ndo poder ser
utilizada em superficies sensiveis ao calor e de ser relativamente cara. Este tipo de desinfe¢do
é eficaz, caso se assegure que a temperatura atinge toda a superficie a desinfetar e durante o
tempo necessario para a destruicdo dos microrganismos (apresenta bons resultados em
circuitos fechados). A desinfecdo por radiagdo consiste na absor¢édo da radiacao pelos restos
de alimentos e outras sujidades. Este processo é mais usado em hospitais e laboratérios e
ndo tanto na industria alimentar. Nesta, a desinfecdo quimica € a mais utilizacdo. Os
desinfetantes ndo sdo universais, pelo que na préatica é preciso algum cuidado na escolha e
aplicacdo dos desinfetantes. Dos desinfetantes mais usuais destacam-se os desinfetantes a
base de cloro e compostos de cloro, 0s quais sdo mais baratos, bem como os desinfetantes a
base de compostos de iodo e os desinfetantes a base de compostos de aménio quaternario
(9,22).

Na andlise da higienizacdo, utilizam-se zaragatoas estéreis, que permitem capturar
detritos e microrganismos de uma area especifica para posterior examina¢do na dete¢do de
microrganismos especificos. As zaragatoas sao usadas para avaliar o estado de higienizacéo,
tanto dos manipuladores como superficies e normalmente sdo esfregadas a uma area de 100
cm?. Para a avaliacdo da higienizac3o, retiram-se também amostras fisicas e liquidas de

varias superficies ou materiais (12).

1.5.1.1 Higiene pessoal

A higiene pessoal consiste no estado geral de limpeza do corpo e roupas dos
manipuladores de alimentos. Como tal, a Comissédo do Codex Alimentarius estabeleceu o
“Codigo de Praticas Internacionais Recomendadas de Principios Gerais de Higiene
Alimentar”, que apresenta 0S requisitos basicos de higiene e de comportamento relacionados
com a producéo de produtos alimentares, ja referido anteriormente (24). Os principais
microrganismos, nomeadamente bactérias, virus, entre outros, sdo suscetiveis de estar
presentes no corpo e roupas das pessoas, podendo passar para os alimentos e,

consequentemente, causar doenga, tais como Staphylococcus aureus, Listeria spp.,
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Escherichia coli, Streptococcus spp., Salmonella typhi, Virus da hepatite, Shigella spp..
Estes microrganismos estéo presentes nas roupas dos manipuladores, cabelo, garganta, nariz,
entre outros, podendo passar para os alimentos, onde se desenvolvem. A higiene das maos
é, por este facto, muito importante, uma vez que estas sdo o principal meio de transmissédo
de contaminagéo para os alimentos. As maos, ao entrarem em contacto com o ar, com 0S
utensilios, com partes do corpo que estejam sujam, podem muito facilmente contaminar o
produto alimentar. A lavagem das maos é, portanto, de extrema importancia, dai ser

necessaria a sua correta e frequente lavagem (24).

1.5.1.2 Higiene dos espacos e utensilios

A limpeza e desinfecdo de superficies e utensilios podem evitar a contaminacao
cruzada, uma vez que promovem a remocdo fisica dos residuos de alimentos, levando a
inativacdo quimica dos microrganismos. Esta contaminacdo €, maioritariamente, associada
a agua de lavagem, esponjas contaminadas ou outros utensilios contaminados colocados em
contato com os alimentos (25). Varios estudos ja descobriram que 0s panos e esponjas podem
ser disseminadores importantes de microrganismos patogénicos, levando a contaminagdo
cruzada dos alimentos. Os materiais mais utilizados em superficies que entram em contato
com alimentos, em industrias e cozinhas, sdo de aco inoxidavel e polietileno. No entanto, as
superficies desses materiais sdo irregulares quando observadas ao microscopio, facilitando,
assim, a deposicdo de matéria organica e residuos de alimentos. Deste modo, criam-se
condigBes propicias a adesdo e sobrevivéncia de microrganismos (25). De acordo com
Kusumaningrum et al, bactérias que foram transferidas a partir de esponjas para superficies

podem sobreviver durante horas em superficies de aco inoxidavel (26).
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Capitulo I1. Parte Experimental

1.1 Servigos efetuados no Laboratério YourLab S.A.

No laboratdrio YourLab S.A. sdo feitas varias analises, divididas em trés categorias:
andlises a alimentos, analises a aguas e anélises a zaragatoas (tanto de manipuladores como
de superficies). O laboratdrio tem, principalmente, dois grandes clientes: uma empresa de
comércio de carnes e uma empresa de seguranca no trabalho e higiene alimentar. Esta
empresa subcontrata o laboratorio para recolher e analisar amostras das varias empresas de
restauracdo em que esta implementou e verifica o plano HACCP.

Na empresa realiza-se, mensalmente, andlise a carne picada a 23 talhos. Os
parametros analisados sdo a contagem da bactéria E. coli a 5 amostras de carne por talho,
conforme estabelecido pela portaria 699/2008 de 29 de Julho, e a analise a zaragatoas (para
avaliar a higienizagdo), onde se analisa uma zaragatoa de superficie e uma de manipulador.
Na analise de ambos os tipos de zaragatoas, os parametros analisados sdo a contagem de
Enterobactérias e Microrganismos a 30°C.

Na empresa de seguranca no trabalho e higiene alimentar, o laboratério faz analises
conforme a implementacdo do Plano HACCP das diferentes empresas de restauragdo, onde
sdo recolhidas amostras de produtos, zaragatoas e aguas. Neste caso, o laboratdrio faz o
planeamento e a recolha das amostras aos varios locais. Estas empresas sdo constituidas por
varios tipos de estabelecimentos com ou sem fabrico préprio, tais como hotéis, restaurantes,
cantinas municipais, Instituicdes Particulares de Solidariedade Social (IPSSs), padarias,
pastelarias, queijarias, Snack bares, talhos, frutarias, minimercados, industria de congelados,
bares de escolas, peixarias, entre outros. O laboratdrio realiza também andlises a clientes
esporadicos, 0s quais se dirigem ao laboratorio diretamente com o produto ou contactam o
laboratdrio, que posteriormente faz a recolha, transporte e analise das amostras. Para além
das analises de &guas, alimentos e zaragatoas em empresas de restauracdo e talhos, o
laboratério realiza também analises de avaliacdo do tempo de prateleira de produtos e

analises microbioldgicas de qualidade de processos.
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11.2 Controlo de qualidade dos ensaios microbioldgicos.

11.2.1 Controlo de qualidade interno e externo

Para que o laboratério possa avaliar constantemente o seu trabalho e os seus
resultados, possui um controlo de qualidade interno e externo. O controlo de qualidade
interno tem como principal objetivo assegurar a conformidade dos critérios definidos nas
normas padréo respetivas para cada ensaio, bem como assegurar a consisténcia de resultados
realizados no dia-a-dia. O controlo de qualidade externo é feito de modo a avaliar as
competéncias atraves da realizacdo de ensaios laboratoriais.

O controlo de qualidade interno e externo sdo determinados na norma ISO 7218:2007
“Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and guidance for
microbiological examinations”. Segundo esta norma, € necessario demonstrar que a
variabilidade (entre analistas, entre equipamentos ou entre materiais) esta sob controlo
através de um programa de verificacdes periddicas. Os varios parametros internos e externos
encontram-se na tabela 5, assim como a frequéncia e o objetivo de cada medida executada

para o controlo de qualidade.

Tabela 5 — Processos internos e externos de controlo de qualidade realizados no laboratério YourLab

S.A
Controlo Frequéncia Objetivo
15} ..
o Condutividade
T N
> Mensalmente
<2
S Micro a 22°C
Qualidade do meio
° pH A cada lote
© L, .
° g 5 Aspeto fisico A cada lote
[ - =
E) § 3 Taxa de recuperacdo A cada lote
= Controlo positivo e negativo A cada lote
Brancos 1 por cada série de ensaios Avaliar esterilidade
3 Lenticulas 22;2;'?;;2;’;;?;& tzs Cartas guias
=
< Duplicados 1 por cada série de ensaios Calculo da incerteza
. . 1 por cada série de Capacidade de
Controlo positivo e negativo - . ; 9
confirmagdes confirmagéo
Ensaios interlaboratoriais Agua: 2/ano Avaliar tecnicos e
Externo Alimentos: 3/ano metodologias
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11.2.2 Controlo ambiental

Segundo a norma ISO 7218:2007 “Microbiology of food and animal feeding stuffs -
General requirements and guidance for microbiological examinations”, é necessario fazer
um controlo ambiental, mensalmente, realizado a todas as areas de trabalho, bem como a
todos os equipamentos do laboratdrio. Este controlo garante que as condi¢des ambientais do
laboratdrio sdo as ideais, ou seja, que a higienizacdo de todas as salas e equipamentos é bem
executada. Para este controlo sdo efetuados ensaios de enumeracdo de microrganismos a
30°C por cm?, em cada area de trabalho, através da analise de zaragatoas. Também s&o
realizadas analises de enumera¢do de microrganismos a 30°C no ar e enumeracéo de bolores
e leveduras em cada uma das areas ¢ equipamentos a avaliar: “sala de preparacdo de

99 ¢¢

amostras™,

2 ¢ 9% <¢

sala de preparacao de meios”, “sala de descontaminagao”, “zona de filtragao”,
“zona de analise” e “zona de leitura ¢ confirmagdo”, em cada uma das quatro estufas e
camara de fluxo laminar. O meio PCA é utilizado para a enumeracdo dos microrganismos a
30°C e 0 meio DRBC para a enumeracao de bolores e leveduras. As placas ficam expostas
durante 15 minutos e, de seguida, sdo incubadas a temperatura e tempo adequados a cada

analise.

1.3 Avaliagdo das amostras analisadas no decorrer do estagio

11.3.1 Anélise de Alimentos
11.3.1.1 Tipos de amostras e estabelecimentos

Os alimentos analisados variam de alimentos prontos a consumir a produtos nao
confecionados. Os produtos prontos a consumir consistem em refeicdes mistas, petiscos,
produtos de padaria e pastelaria. J& os produtos frescos consistem em carnes cruas, massa de
pdo, enchidos, peixe, risséis, croquetes, entre outros. Os estabelecimentos sdo 0s mesmos

referidos anteriormente no ponto 11.1.

11.3.1.2 Recolha

Os alimentos sao recolhidos em sacos estéreis € mantidos numa mala térmica com
termoacumuladores até a chegada ao laboratdrio, onde sdo colocados num frigorifico. A

temperatura deve ser mantida entre 0 a 4°C e a amostra deve ser analisada dentro de 24h. No
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decorrer do estdgio, de 17/09/2013 a 23/06/2014, realizaram-se 204 anélises a
microrganismos a 30°C, 13 contagens de Enterobactérias, 49 analises a bactérias coliformes,
1778 contagens de E. coli B-glucuronidase positiva, 103 contagens de Estafilococos
coagulase positiva, 161 pesquisas da bactéria Salmonella spp., 66 analises de pesquisa de
esporos de Clostridium sulfito-redutores e, por fim, 47 anélises de pesquisa e 46 contagens
da bactéria Listeria monocytogenes.

11.3.1.3 Preparacao dos alimentos

No caso dos alimentos, é necessario um tratamento prévio, de modo a que as placas
ndo figuem saturadas e que cada meio/diluente seja usado conforme o tipo de anélise a
efetuar. Na figura 8, encontra-se descrito o procedimento da preparacdo das amostras de
alimentos. A preparagdo consiste em efetuar uma diluigio de 10 que corresponde a solugio

mée, sendo as proporc¢des de alimento/diluente de 1:9.

[ Salmonella spp. ] [ Listeria spp. ] [Outros parémetros]

Pesa-se 25 g alimento num saco estéril Pesa-se 10 g de alimento e adiciona-se 90
e adiciona-se 225 g de BPW g de soluto de Ringer num saco estéril.

Pesa-se 25 g alimento e
adiciona-se 225 g de BPW
ou % Fraser, no caso da

contagem da o
procedimento é 0 mesmo
s6 que o meio utilizado na
diluicdo é o meio % Fraser

com suplemento. .

Saco estéril

Agitar durante 50 segundos a 230 rpm de modo a homogeneizar a solu¢io mie

Figura 8- Esquema representativo da preparacdo das amostras para os diversos parametros.
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Utiliza-se o Soluto de Ringer nos varios parametros de bancada, a excecdo da
pesquisa e contagem de Listeria monocytogenes e pesquisa da bactéria Salmonella spp.. No
caso dos varios parametros de bancada, pesa-se 10 g de alimento e adiciona-se 90 g de soluto

de Ringer num saco estéril.

No caso da pesquisa da bactéria Salmonella spp. pesam-se 25 g de alimento num saco
estéril e adiciona-se 225 g de BPW (Buffered Peptone Water). Na contagem da bactéria
Listeria, € utilizado, tanto o meio de cultura ¥ Fraser como BPW, pesando-se 25 g de
alimento e diluindo-se num fator de diluicdo de 1:10. No caso da pesquisa da Listeria
monocytogenes, 0 procedimento é 0 mesmo, mas 0 meio utilizado na diluigdo é o meio %
Fraser com suplemento. O procedimento esta exemplificado em esquema na figura 9.

Em cada um dos ensaios de enumeracdo de microrganismos devem ser efetuadas
diferentes diluicbes da solucdo-mée da amostra, de forma a garantir a obtencdo de um
namero de colodnias calculdveis nas placas ap6s incubacdo, para que esteja de acordo com 0s
principios de qualidade dos métodos descritos na norma I1SO 7218:2007 “Microbiology of
food and animal feeding stuffs - General requirements and guidance for microbiological

examinations”.

11.3.1.4 Procedimento das analises efetuadas

Métodos de Pesquisa de microrganismos em alimentos

Os métodos de pesquisa constituem métodos creditados para a detecdo da presenca
ou auséncia de microrganismos num determinado volume ou massa. Os microrganismos
pesquisados no laboratério sdo a bactéria Salmonella spp., a bactéria Listeria monocytogenes
e a pesquisa de esporos das bactérias Clostridium sulfito-redutoras. O procedimento usado
para cada uma destas sdo baseados nas normas padrdo ISO 6579:2002 “Horizontal method
for the detection of Salmonella spp.”, ISO 11290-1 “Horizontal Method for the detection of
Listeria monocytogenes” e NP 2262:1986 “Regras gerais para a pesquisa de esporos da

bactéria Clostridium sulfito-redutores”, respetivamente.
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Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de bactérias Salmonella spp. € realizada segundo a norma padrdo 1SO
6579:2002 “Horizontal method for the detection of Salmonella spp”. Esta norma € relativa a
metodologia tradicional baseada no método de 5 etapas, o qual constitui um procedimento
moroso, que no caso de confirmacao pode demorar 3 a 5 dias. O resultado desta anélise pode
ser “ausente em 25g” ou “presente em 25g”. O procedimento encontra-se sinteticamente

descrito, na figura 9.

Pré-enriquecimento - meio [ Inocular 25 g da amostra em 225 mL de BPW & temperatura ambiente e incubar

liquido nio seletivo durante 18+2ha37+12C
Enriguecimento em meio Inocular 0,1 mL de cultura a 10 mLde RVS Inocular 1 mL de cultura em 10 mL de
seletivo broth durante 24 +3ha41,5+19C MKTTh broth 2443 ha 37 +12C.

l |

Espalhamento por estrias em XLD e SS e incubadas durante
24h+3ha37+19C

|

*  Em XLD as coldnias tipicas sdo transparentes com ou
sem centro preto
*  Em SSas coldnias tipicas apresentam coloragdo rosa
COM Centro rosa escuro

|

Inocular as colénias por estrias em meio Nutriente Agar. Incubar durante 24 +3ha37+19C

|

*  Testes bioquimicos
Confirmacio *  Testes sereologicos

Sementeira e Incubagdo

|
sy

I
_—

I

\J

Leitura

Figura 9- Esquema em sintese do método de pesquisa de Salmonella spp., segundo a norma de
referéncia 1SO 6579:2002; designando-se BPW, Buffered Peptone Water; RV broth, Rappaport-Vassiliadis
broth; MKTTn, Mueller Kauffmann Tetrathionate Novobiocin Broth; XLD agar, Xylose lysine
deoxycholate; SS agar, Salmonella e Shigella Agar.
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Pesquisa da bactéria Listeria monocytogenes

O método de pesquisa da Listeria monocytogenes baseia-se num pré-enriquecimento
e enriquecimento seletivo da amostra. De seguida, a solucdo obtida, ap0s o0s
enriquecimentos, é plagueada por espalhamento, em meio Oxford agar e em ALOA (Agar
Listeria Ottavani & Agosti). A confirmacdo da presenca de coldnias caracteristicas da
bactéria Listeria monocytogenes é feita atraves de testes bioquimicos: reagdo da catalase,
coloracdo Gram teste de hemolise e, por fim, API Listeria. Os resultados sdo apresentados
como “ausente em 25g” ou “presente em 25¢”. O procedimento encontra-se descrito, em
sintese, na figura 10. A “parte 2”” da norma padrdo 1SO 11290:1996 diz respeito ao ensaio

de enumeracdo desta bactéria em alimentos.

Pré-enriguecimento - meio
liguido ndo seletivo

Inocular 25 g da amostra em 225 mL de Half-Fraser com suplemento e incubar
durante 24 +2ha30+1°C

Adicionar 0,1 mL da solug3o num tubo contendo

w 10 mL de meio de enriquecimento Fraser broth.
seletivo Incubar o tubo a 37 °C durante 48 + 2 h.
I |
I Inocular 0,1 ml a superficie Inocular 0,1 ml a superficie
no meio ALOA no meio ALOA
J
Espalhamento i i
[ Incubar durante 24 h e se necessario incubar mais 18-24 h

1

No meio ALOA, as coldnias tipicas sdo azul-esverdeadas, rodeadas por um galo opaco.
No meio Oxford as coldnias sdo pequenas, cinzentas e rodeadas por um halo negro.
—

* Reagdo de catdlase
* Coloragdo Gram

. . s+ CAMP
Confirmacdo . AP

Figura 10— Esquema em sintese da pesquisa de Listeria monocytogenes segundo o procedimento padréo
descrito na norma ISO 11290-1:1996 “Horizontal Method for the detection of Listeria monocytogenes”. Sendo
ALOA, Agar Listeria Ottavani & Agosti.
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Pesquisa de esporos de Clostridium sulfito-redutores

O método de pesquisa de esporos de Clostridium sulfito-redutores consiste,
primeiramente, numa inativacao por calor, seguida de um arrefecimento rapido, de forma a
eliminar as células vegetativas e a ativar os eventuais esporos existentes. De seguida, a
amostra € inoculada no meio Meat Yeast Agar e incubada a 37°C, durante 1 a 5 dias, sendo
0 resultado positivo caraterizado pelo enegrecimento do meio. O procedimento encontra-se
descrito na figura 11. Os resultados sdo expressos como positivo ou negativo em 10%g e/ou em
10=g, em que d1 significa o expoente da mais alta diluicdo decimal positiva e d2 representa o

expoente da mais baixa diluicdo decimal negativa. A analise é feita segundo a norma NP

2262:1986 “Regras gerais para a pesquisa de esporos de Clostridios sulfito-redutores”.

Preparagio da suspensio mie [ Inocular 10 g da amostra em 90 g de solucdo de Ringer
Inatw.a 0 das lcelulasﬂ Tubos de ensaio que contém a suspensdo-mée e as respetivas diluicdes colocados
egetativas e estimulacdo num banho de &gua a 802C por 10 min. Seguido de um arrefecimento imediato.

dos esporos

I

I Inocular 10 mL da suspensdo-mae em meio de cultura de concentragdo dupla e
1ml da suspensdo-mae e diluigGes em meio de cultura de concentragdo simples.

Espalhamento l

I Incubar os tubos semeados na estufa a 37+ 1 °C durante 1 a 5 dias.

!

¢ [ Cconsideram-se pOSItIVOS 0s tuhos Que apresentam coldnias negras caracteristicas isoladas ou ndo

* As coldnias resultantes do desenvolvimento dos esporos das bactérias sulfito-
redutoras tem tend@ncia para alastrar e enegrecer todo o meio.

Figura 11— Esquema de procedimentos de método padréo para pesquisa de esporos de Clostridium sulfito-
redutores, segundo a norma NP 2262:1986.
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Metodos gerais de contagem de microrganismos

Os métodos de contagem consistem na contagem de colonias formadas apds
incubacdo da solucdo-mée e diluicdes num meio especifico para o crescimento do
microrganismo em causa. Alguns meios sdo gerais, como 0 "Plate Count Agar”(PCA),
utlizado na analise de microrganismos mesofilos totais ou microrganismos a 30°C. Outros
meios sdo cromogéneos, como o TBX, utilizado na andlise de E. coli S-glucuronidase
positiva, onde o crescimento do microrganismo é visivel pela cor das coldnias, resultado
degradacdo de um substrato especifico. Outros meios, como o BP “Baird Parker”
necessitam de testes bioquimicos posteriores, como € o caso dos Estafilococos coagulase
positivos. Na tabela 6, estdo descritos, resumidamente, os métodos de anélises dos diferentes
microrganismos, conforme a norma padréo.

Tabela 6 — Resumo dos métodos de contagem de microrganismos em alimentos: principio do método,
meio de cultura utilizada, condi¢des de incubacdo e norma correspondente.

Alimentos

Condigdes de incubagdo Limite

Microrganismo  Método Meio de Norma Padréo
Temperatura Tempo detecéo

NP 4405: 2002

i i 1 .
Microrganismos a Incorporagio ~ PCA 309C +1°C 72 +3 1,0X10 ISO 6887; 1SO 7218

30°C horas ~ UFC/g  ISO/TS 11133-1

. NP 3788:1990
Bactérias x o 24 x2 1,0X10 1SO 6887; 1SO 7218
coliformesa30°C Incorporaggo VRBL  30°C horas UFClg ISO/TS 11133-1

1
Enterobactérias Incorporacdo VRBG  37°Ct1°C. 24 1,0X10 NP 4137:1991

horas UFC/g

Bolores e 1,0X10?

Incorporacéo DRBC 25°Czx1°C 5 dias prNP 3277-1:2002

Leveduras a 25°C
E. coli B-

UFC/g
18 a 24 1,0X10*

- 5 0, 0 -2
gIU(_:u_ronldase Incorporagdo  TBX 44°C+1°C horas UFClg I1SO 16649-2:2001
positiva

ISO 11290-2
Listeria 24 + 2 1,0X10%2  1SO 16649-2:2001;

Espalhamento ALOA  37°C horas UFClg 1SO 6887-1:1999-

monocytogenes
ISO 6888-1:1999
NP 4400-1:2002; 1SO
,  6887-1:1999
ﬁ4 +2 bgé/lo NP 2079:1989NP
oras 9 1828:1982
NP 1829:1982

Staphylococcus
coagulase Espalhamento  BP 371 °C
positivos
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Geralmente, a contagem do numero total de colonias ou de coldnias tipicas é

realizada utilizando a seguinte equagéo (1) :

(W) N =y

~ V(n1+0,1n2)d

Onde: Y C consiste na soma das coldnias contadas em duas dilui¢fes sucessivas da amostra;
V, volume de in6culo em mililitros; n1, o numero de placas contadas na primeira dilui¢éo;
n2, o nimero de placas contadas na segunda diluicdo; d, a primeira diluicdo. Quando n&o se
verifica crescimento o resultado deve ser expresso como inferior a 1x d por ml ou por g da
amostra.

Alguns dos métodos, como o0 ensaio de contagem da Listeria monocytogenes e
contagem de colonias de bactérias Staphylococcos coagulase positiva, possuem
procedimentos diferentes dos restantes, uma vez que os testes de confirmacédo de colonias

necessitam de outras formulas de célculo.

11.3.2 Andlise de 4guas

11.3.2.1 Tipos de amostras e estabelecimentos

Durante o estagio, foram recolhidas 107 amostras de 4gua, mas apenas a partir do dia
21/03/2014 é que o laboratdrio conseguiu a creditacdo e comecou a realizar as analises no
laboratério; antes eram subcontratadas. As aguas foram recolhidas de véarias empresas de
restauracdo ou de clientes esporadicos e sdo aguas utilizadas para consumo humano ou
utilizadas na preparacdo de produtos na Industria Alimentar, sendo ambas recolhidas de

varias zonas de producdo ou zonas de higienizacdo dos manipuladores.

11.3.2.2 Recolha

No caso das aguas, a sua recolha € mais rigorosa que nos alimentos e zaragatoas, uma
vez que é necessario que a recolha seja bem executada para a amostra ndo ser contaminada
durante a recolha. O procedimento consiste em desinfetar a torneira, por onde se vai tirar a

agua, com alcool etilico, seguido de uma passagem por chama. Deve-se ter o cuidado de
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verificar se a torneira possui alguma peca em plastico que possa inflamar-se e, se tal
acontecer, deve-se, se possivel, retirar essas pecas. De seguida, deixa-se correr a agua
durante 15 segundos e entdo a agua é recolhida para uma garrafa propria de plastico estéril.
Se a agua foi tratada com cloro, deverdo ser usados recipientes que, além de limpos e
esterilizados, tém de ter uma quantidade de tiossulfato de s6dio com uma concentragdo final
capaz de inativar o cloro residual. A &gua é mantida numa arca térmica com
termoacumuladores e faz-se a leitura da temperatura da agua no inicio da recolha e na
chegada do laboratorio. As analises das aguas devem ser feitas, se possivel, imediatamente
apos a recolha. Em circunstancias especiais, estas podem ser armazenadas a 5+3°C, durante
24 horas antes do exame. As &guas nao precisam de uma prepara¢do prévia e sao recolhidos
cerca de 500 ml da amostra para a analise.

No decorrer do estagio, foram realizadas 818 analises a &guas para consumo humano,
sendo que apenas 34 amostras de aguas foram analisadas pelo laboratdrio. So a partir do dia
21/03/2014 é que o laboratério foi acreditado para estas analises, pelo que s efetuei, no
méaximo, analises a cinco aguas, pois esta analise foi feita, normalmente, quando efetuava a
preparacdo dos meios. Ja na andlise de microrganismos a 22°C e a 37°C realizei um maior
namero de analises (10 andlises), uma vez que estas eram feitas no dia da recolha. Na tabela

7, encontram-se as analises realizadas por parametros.

Tabela 7- Andlises realizadas, no decorrer do estagio, a &guas para consumo humano para os diversos
pardmetros analisados.

Aguas
Parametro analisado Analises realizadas
Bactérias coliformes totais 109
Clostridium perfringes 55
Enterococos 153
Microrganismos a 22°C 147
Microrganismos a 37°C 164
E. coli 190

11.3.2.3 Procedimento das andlises efetuadas a aguas no laboratorio YourLab S.A.

Nos ensaios de enumeracdo de microrganismos em aguas, apenas dois parametros

séo realizados por incorporagdo (microrganismos a 22°C e a 37°C), enquanto que 0s outros
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parametros sao realizados através do método de filtracdo (Figura 12). Neste filtram-se 100

mL da amostra em estudo, usando um filtro de membrana, que ¢ inoculado, futuramente,

num meio seletivo, em condigdes de incubacéo especificas para cada microrganismo, como

descrito na tabela 8. Por sua vez, o método por incorporacao consiste em inocular 1mL da

amostra em meio YEA, a temperatura e duracdo especifica de cada analise. Ambos os

resultados sdo expressos em UFC/mL de amostra.

Tabela 8 — Resumo de métodos de enumeracéo de microrganismos em aguas: principio do método,
meio de cultura utilizada, condi¢des de incubacdo e norma correspondente

Aguas
Condicdes de incubagéo imi
Microrganismo Método Meio ¢ ¢ L(;mlte~de Nodrrrla
Temperatura Tempo etecao Padrao
Contagem de o o 1SO
microrganismosa  Incorporagio  YEA gg og :—[g og gg :—[j Eg::z 1UFC/Iml  6222:199
36°C e 22°C - - 9
Clostridium Filragho ~ TSCA  44°C+1°C 21£3 9 Urcrtoom  FA 2010
sulfito-redutores horas Part 6
Escherichia coli e 2143 1ISO
bactérias Filtracdo TTC 369C+2° h - 1 UFC/100 ml 9308-
coliformes oras 1:2000
Enterococcus Slanetz 44 £ 4 78I§£()?2'
. S Filtracdo e 369C+2¢ - 1 UFC/100 ml '
intestinais Bartley horas 2013

Figura 12- Rampa de filtracdo usada na andlise dos varios pardmetros em aguas no laboratério Yourlab S.A.

11.3.3 Andlise de zaragatoas

As zaragatoas foram feitas a manipuladores e a superficies. Estas serviram para

controlo de higienizacdo, tanto das maos dos manipuladores como utensilios e superficies

gue possam entrar em contacto com os alimentos. As zaragatoas devem ser feitas respeitando
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uma determinada area, normalmente 25 cm?, de modo a, no fim da analise, ser feita a
contabilizacdo do nimero de microrganismos por area analisada.

Os procedimentos de amostragem e analise de zaragatoas seguem a norma padrao
ISO 18953:2004 “Horizontal methods for sampling techniques from surfaces using contact
plates and swabs”. Conforme esta norma, € analisada a solugdo presente na zaragatoa a
analisar e, se necessario, sdo feitas diluicGes. Durante o estagio, foram recolhidas e
analisadas 1415 zaragatoas, sendo 996 andlises a zaragatoas de microrganismos a 30°C e
419 analises de Enterobactérias. Destas analises, so realizei cerca de 20 analises, uma vez
que esta analise era feita em simultdneo com a preparacdo das amostras, trabalho que era da

minha competéncia, durante o estagio.

11.3.3.1 Procedimento

No laboratdrio, a analise de zaragatoas abrange apenas 0s ensaios de contagem de
microrganismos a 30°C e a contagem de Enterobactérias. Na tabela 9, encontram-se descritos
0s métodos e as normas padrao utilizadas. Nos ensaios em que sao utilizados meios seletivos,
como no ensaio das Enterobactérias, as coldnias caracteristicas sdo, posteriormente,
confirmadas bioguimicamente. Neste caso, 0 numero de unidades formadoras de colonias

2 4 . ;. .
por cm<, ou por zaragatoa, € calculado de acordo com o numero de coldnias confirmadas.
No calculo do ntimero de microrganismos por cm? de superficie a analisar (Ns), utiliza-se a
seguinte equagéo (2):

NXF
(2)Ns = —==x D
A
Onde: N representa o n° de UFC por 1mL de diluente; F, a quantidade em mL, de diluente

na zaragatoa; A, a area da superficie examinada em cm?; D, a diluicdo efetuada.

Tabela 9 — Resumo dos métodos de enumeragdo de microrganismos a zaragatoas: principio do
método, meio de cultura utilizada, condic¢Ges de incubacdo, limite de dete¢do e norma correspondente.

Zaragatoas

Condicdes de incuba¢do | imite de

Microrganismo Método Meio ~ Norma Padréo
Temperatura Tempo  detecéo
Microrganismos a x o o 72 £3 101 )
300C Incorporacio PCA  30°C+1°C horas UFClg 1SO 4833:2003
- « VRB 010 101 1SO 21528-2:
Enterobactérias Incorporagéo G 37°C+1°C. 24 horas UEClg 2004
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1.4 Caso de estudo — Avaliacédo da relacdo entre a higienizacdo de manipuladores e
superficies e a contaminacdo do produto final em pequenas industrias
alimentares

11.4.1 Introducéo — O problema em estudo

Esta seccdo tem como objetivo a avaliacdo da qualidade microbiolégica dos
alimentos através dos resultados das analises microbioldgicas efetuadas em
estabelecimentos que possuem fabrico préprio ou manipulem alimentos processados ou nédo,
de modo a observar se existe alguma ligacdo entre a contaminagdo dos manipuladores e
bancadas com a contaminagéo do produto.

Este trabalho consistiu na avaliacdo da contaminacdo dos manipuladores e
superficies e a contaminacdo do produto final. Os dados utilizados sdo referentes ao periodo
de 2011 a 2014, sendo que a maioria dos dados utilizados ndo correspondem ao periodo do
estagio curricular. A utilizacdo de um numero maior de dados ira permitir um aumento de
credibilidade e significancia das conclusdes tiradas deste estudo.

A recolha e o transporte de algumas amostras utilizadas para o estudo foram feitas
pelo laboratorio YourLab Seguranga Alimentar e outras foram entregues no laboratério
diretamente pelo cliente interessado. Ambos foram realizados com base em metodologias e

exigéncias das normas Europeias.

11.4.2 Tipos de amostras e estabelecimentos

Os estabelecimentos de onde foram recolhidas as amostras incluiram varias empresas
de restauracdo, como cafés, restaurantes, hotéis, empresas alimentares, entre outras, como ja
referido no ponto 11.1. Os produtos variaram entre produtos confecionados e produtos
frescos. As amostras consideradas para o estudo foram todas aquelas em que se realizou
analise ao produto e, em simultaneo, a zaragatoas de manipuladores e/ou superficies. Dentro
das amostras de zaragatoas e alimentos recolhidas em simultaneo, avaliou-se apenas o
parametro de microrganismos a 30°C, de modo a ser possivel retirar alguma correlacao entre

a contaminacao da zaragatoa e do produto final.
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11.4.3 Procedimento da andlise de enumeracgdo de microrganismos a 30°C nos
alimentos e nas zaragatoas

11.4.3.1 Analise de Microrganismos a 30 °C em Alimentos

Na andlise de microrganismos a 30°C, é realizada segundo a norma padréo
1ISO4833:2003 - Método horizontal para a contagem de coldnias a 30°C. Nesta faz-se a
contagem das colonias que crescem a 30°C, durante 72 horas. O procedimento consiste no
método de incorporacao utilizando um meio geral, ou seja, permite o crescimento de varios
microrganismos. O meio utilizado é o meio PCA. Este procedimento encontra-se descrito na

figura 13.

Preparacdo da suspensdo mae

suficiente para que as sementeiras das Ultimas diluictes deem resultados negativos.

l

Comuma pipeta esterilizada colocar, em placa de Petri estéril, 1 mL da amostra (produtos
I liquidos) ou da suspensdo-mae (outros produtos) e/ou de cada uma das diluicdes efetuadas.

[ Inocular 10g da amostra em 90 g de solugéo de Ringer. O nimero de diluiges deve ser

Sementeira e Incubagdo

Mdicionar cerca de 15 mL de meio PCA

|

[ Incubar atemperaturade 30°C +1 °C durante 72h £3 h.

Contaras colonias em cada placa de Petri de duas diluicbes
sucessivas que contenham entre 15 300 coldnias.

Contagem de coldnias

I
\

Figura 13— Esquema em sintese da contagem de microrganismos a 30°C, segundo o procedimento padrao
descrito na norma ISO 4833:2003 - Método horizontal para a contagem contagem de col6nias a 30°C.
Sendo PCA, “Plate Count Agar”.
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11.4.3.2 Analise de Microrganismos a 30°C em zaragatoas

A analise de microrganismos a 30° C em zaragatoas € idéntica a analise em alimentos,
diferindo na preparacdo da amostra. Esta andlise é feita diretamente da zaragatoa apos
agitacdo. O procedimento segue a norma padréo de recolha de amostras em zaragatoas 1SO
18593:2004 —“Horizontal methods for sampling techniques from surfaces using contact

plates and swabs“ e encontra-se descrito na figura 14.

Sementeira e Incubacdo

[ Agitar a zaragatoa utilizando o vortex ]

Colocar ImLde in6culo e das diluigBes em
placa de Petri. Verter cerca de 15mlL de PCA

Sementeira e Incubacdo l

[ Inverter eincubar as placas a temperatura de 302C+1 durante 72h.

' l

[Contaras colénias em cada placa de Petride duas diluicbes ]

Contagem de colénias

sucessivas que contenham entre 15 e 300 coldnias.

\4

Figura 14— Esquema em sintese da contagem de microrganismos a 30°C, segundo o procedimento padrao
descrito na norma I1SO 18593:2004 —“Horizontal methods for sampling techniques from surfaces using
contact plates and swabs“ e I1SO 4833:2003 - Método horizontal para a contagem de microrganismos
Contagem de coldnias a 30°C.

11.5 Critérios microbioldgicos considerados no estudo

A legislagdo nacional é omissa para a maioria dos produtos confecionados, uma vez
que estes estdo sujeitos a um tratamento térmico. A legislacdo abrange apenas as classes de
produtos frescos, como a carne e produtos derivados, leite e produtos lacteos, ovo e produtos

a base de ovo, produtos da pesca, produtos horticolas, frutas e produtos derivados. No
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laboratério YourLab, a maioria das andlises é feita a refei¢cGes ou alimentos processados. Os
produtos confecionados ndo possuem critérios microbioldgicos estabelecidos por lei.

Como ndo existe legislacdo propria, os clientes, neste caso a empresa responsavel
pelo plano HACCP que contrata o laboratorio, € que define os limites e critérios
microbioldgicos. Neste estudo, de modo a avaliar a qualidade microbioldgica das analises
efetuadas no decorrer do estagio, utilizaram-se como referéncia os guias publicados pelos
Laboratorios de Microbiologia dos Alimentos do Instituto Nacional de Saide Dr. Ricardo
Jorge (Lisboa e Porto). Este guia foi elaborado pela necessidade da existéncia de valores de
referéncia para avaliacdo dos resultados obtidos das analises microbiol6gicas aos alimentos
prontos a consumir. H& mais de 30 anos tém vindo a ser desenvolvidos diversos estudos para
a realizacdo deste guia. Na tabela 10, encontram-se os valores guias para a avaliacdo da
qualidade microbioldgica dos alimentos cozinhados prontos a consumir.

Tabela 10- Valores guia para avaliagdo da qualidade microbiolégica de alimentos cozinhados prontos

a consumir, onde * - Aplicavel em produtos conservados no frigorifico; #- Equacionado caso a caso; NA — Néo
aplicavel, adaptado da referencia (27).

Qualidade Microbiolégica (ufc/g quando néo indicado)
. Grupo de -
Microrganismo z _ _ _ Nao haeav_tavel /
alimentos Satisfatério Aceitavel Sl irio potencialmente
perigoso
1 <10R >10°<104 >104 NA
Microrganismos a 30°C 2 <108 >10%s10% >10% NA
3 s10* >10*s10°8 >10% NA
1*e2 <10° >10°s104 >104 NA
L 3 <102 >10°$108 >108 NA
=0 =10 >10510° >10° #
Siioo 3 <102 >1PS10° >10° =
1 <10 >10=102 >10° NA
Coliformes totais 2 =10 >10s10° >10° NA
3 S0P >10°s10¢ >10* NA
E. coli agna <10 NA 210 NA
=100 3 <10 >10<10° 2107 NA
Listeria spp. 1.2e3 <107 NA 210° NA
Anaertbios sulfito
< 2
o 1.2e3 10 >10s10° >108<10¢ 104#
Patogénios
N A =R S <P NA 210°<10* >10°
positiva
Bacillus cereus 1.2e3 2109 >10”10° >108<10° 2108
Clostridium perfringens 1.2e3 <10 210s10° >10°<10* 210*
Salmonella spp. 1.2e3 Ausente em 25¢g Presente em 25g
Presente em
Listeria monocytogenes 1.2e3 Ausente em 25g 25g = 2107
<10°#
Campylobacter spp. 1.2e3 Ausente em 25¢g Presente em 25g
Vibrio parahaemolyticus 1.2e3 Ausente em 25¢g Presente em 25g
Yersinia enterocolitica 1.2e3 Ausente em 25g Presente em 25g
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Os resultados analiticos indicam a qualidade microbioldgica dos alimentos, sendo
que estes sdo expressos nos termos ‘“Satisfatorio”, que indica uma boa qualidade
microbiologica, “Aceitavel”, que indica que o produto se encontra dentro dos limites
estabelecidos, “Nao satisfatorio”, que mostra que o produto ndo satisfaz um ou mais dos
valores estabelecidos e “Inaceitavel/potencialmente perigoso”, que indicam a presenca de
microrganismos patogénicos ou toxinas que poderdo constituir um risco para a saude
publica. Estes casos devem ser comunicados de imediato a unidade onde foi detetado, de
modo a serem tomadas as medidas preventivas necessarias (27).

Também existe legislagdo relativa a bactéria Salmonella spp.. Esta bactéria deve estar
ausente em 25 gramas, segundo a EN/ISO 6579, para a classe de produtos como carne e
produtos derivados, leite e produtos lacteos, ovo e produtos a base de ovo, produtos da pesca,
produtos horticolas, frutas e produtos derivados. Nos produtos confecionados, como se
espera um tratamento térmico, ndo existe legislacdo. Em relacdo a bactéria Listeria
monocytogenes, a contagem deve ser inferior a 100 UFC/g em alimentos prontos a comer,
suscetiveis de permitir o crescimento. Ja nos alimentos confecionados, ndo existe esta
suscetibilidade e devem estar ausentes em 25 gramas, se destinados a lactentes e a pessoas
medicamente mais suscetiveis, uma vez que a bactéria em causa progride com mais
facilidade em individuos imunodeprimidos (28).

Em relacdo a analise das bactérias Estafilococos coagulase positivo, existe legislacdo
para os queijos fabricados com leite cru, onde a andlise deve ser feita a uma amostra
constituida por 5 unidades. Para se considerar “satisfatorio”, no maximo, duas destas
unidades ndo devem ultrapassar os 10° UFC/g. Para o queijo curado ou sujeito a tratamento
térmico mais baixo que a pasteurizacdo, considerara-se “satisfatorio” quando, no maximo,
duas unidades das amostras ndo tenham resultados que ultrapassem valores de 1000 UFC/g.
Em relacdo aos queijos de pasta mole que sejam submetidos a pasteurizacdo ou tratamentos
térmicos elevados, os valores ndo devem ultrapassar as 100 UFC/g (28).

Relativamente ao leite e laticinios, o regulamento (CE) n° 853/2004, que estabelece
as regras de higiene especificas para os produtos de origem animal, na Secc¢éo IX — 11l do
Anexo I, define os critérios microbioldgicos a que estes devem obedecer. Para o leite de
vaca, sdo estabelecidos critérios para a carga microbioldgica, avaliando-se o nimero de

mesofilos vidveis totais (MVT) e a contagem de células somaticas (CCS). Para outros leites
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que ndo o de vaca, nomeadamente o leite de pequenos ruminantes, s6 é definido o critério
de carga microbioldgica, ndo havendo qualquer referéncia a CCS (28).

Nos pescados, o que é imposto pela legislacdo é que o teor de E. coli deve ser igual
ou inferior a 230 NPM/100g. Nos produtos hortofruticolas, faz-se avaliacdo da Salmonella
spp. e Listeria monocytogenes, sendo que estas devem estar ausentes em 25 gramas. Na
andlise da bactéria E. coli, os resultados ndo devem passar os 100 a 1000 UFC/g (28).

Capitulo I11. Resultados e Discussao

I11.1 Controlo ambiental

De 9 meses do decorrer do estagio apenas sao apresentados dados de 5 meses, dados
esses que me foram concedidos.

Na figura 16 apresentam-se os dados relativos a evolucdo do numero de
microrganismos a 30°C, nas vérias zonas de trabalho e estufas. Esta anélise permite avaliar
as condigdes do ar nas zonas de trabalho do laboratorio. Verificou-se que as contagens
estiveram sempre abaixo do limite 15 UFC para as diversas areas e 0 UFC para a camara de
fluxo laminar. As zonas de trabalho que apresentaram maior contaminacédo foram a sala de
preparacdo de meios e a sala de desinfecdo. O motivo que pode explicar a maior
contaminacgdo da area de preparacdo de meios € a existéncia de residuos de meios propicios
ao crescimento de microrganismos. Ja para a area de descontaminacdo, os resultados sdo
percetiveis, uma vez que ¢ a area aonde permanecem o material e amostras até irem para o
autoclave. Na analise do numero de bolores, apenas se verificou contaminacdo de 1 UFC,
no més de Marco, o que demonstra que, ao longo do estégio, o ar se encontrou em condicBes
6timas de trabalho e analise. Na anélise de microrganismos a 30°C, em zaragatoas, todas as
zonas apresentaram resultados satisfatorios, nunca ultrapassando os 5 UFC/cm?. A zona que
apresentou maior contaminacdo foi a zona de analises, apenas num més, o que pode ser

explicado por uma ma higienizacdo antes da analise.
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I11.2 Avaliacdo das amostras analisadas no decorrer do estagio

111.2.1 Resultados dos alimentos analisados

Microrganismos a 30°C

A contagem de microrganismos a 30 °C é um bom indicador da contaminagao geral
dos produtos. Das 204 amostras analisadas, 85,9% correspondem a contagem de
microrganismos a 30°C em alimentos confecionados, enquanto 14,1% correspondem a
produtos frescos. Verificou-se que 40,13% das amostras dos produtos confecionados
apresentaram valores satisfatorios, ou seja, inferiores a 1,0 x 102 UFC/g (figura 15).

Em relacdo aos produtos frescos, apenas 36,17% das amostras apresentaram
concentragdes de microrganismos a 30°C iguais ou inferiores a 1,0 x 10* UFC/g (figura 16).
Os produtos frescos apresentam uma percentagem menor de resultados satisfatérios, uma
vez que estes ndo sofrem qualquer tipo de tratamento térmico, quando comparado com 0s
produtos confecionados.

Contagem de microrganismos a 30°C em alimentos confecionados

60,00% -

40,13%

40,00% 31.21% m <100 UFC/g

1 ]100,10000] UFC/g

20,00% - 1 >10000 UFC/g

Percentagem de
amostras

0,00% -

Nivel de contaminagao

Figura 15- Andlise de microrganismos a 30°C em alimentos confecionados, percentagem das amostras em
funcao dos diferentes limites criticos

Contagem de microrganismos a 30°C em alimentos frescos

60,00%

1

1

36,17% 34,04% 59.79% W <10000 UFC/g
,79%
1 ]10000,1000000] UFC/g
= >1000000 UFC/g

40,00%

20,00%

1

Percentagem de
amostras

0,00% -

Nivel de contaminacao
Figura 16- Andlise de microrganismos a 30°C em alimentos frescos, percentagem das amostras em
funcao dos diferentes limites criticos.
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Enterobactérias

A contagem de Enterobactérias € um bom indicador da contaminacdo fecal dos
produtos. Foram analisadas 13 amostras, todas correspondentes a contagem de
Enterobactérias em alimentos confecionados. Verificou-se que 92,51% das amostras dos
produtos confecionados apresentaram valores satisfatorios, isto €, inferiores a 10 UFC/g
(figura 17).

De facto, a familia Enterobacteriaceae corresponde a um grupo de bactérias que
permite avaliar o estado geral de higiene de um produto alimentar. Todas as bactérias
pertencentes a esta familia sdo eliminadas por processos de calor, logo a sua presenca em
alimentos tratados termicamente traduz uma confecdo inadequada ou contaminagdo pos-

processamento por contaminacao cruzada (29).

Contagem de enterobactérias em alimentos confecionados
92,31%

60,00% -
= <10 UFC/g

= ]10,10000] UFC/g
= >10000 UFC/g

40,00% -

20,00% -

Percentagem de
amostras

7,69%
0,00%

0,00% -

Nivel de contaminacéo
Figura 17- Andlise de Enterobactérias em alimentos confecionados, percentagem das amostras em
funcgdo dos diferentes limites criticos.

Bactérias coliformes

A contagem de bactérias coliformes é um bom indicador da contaminacéo fecal dos
produtos. Foram analisadas 49 amostras, 80,0% das quais correspondem a contagem de
bactérias coliformes em alimentos confecionados, enquanto 20,0% correspondem a produtos
frescos. Verificou-se que 75,61% das amostras dos produtos confecionados apresentaram
valores satisfatorios, ou seja, inferiores a 10 UFC/g (figura 18).

Em relacdo aos produtos frescos, apenas 37,50% das amostras apresentaram
concentragdes de bactérias coliformes iguais ou inferiores a 1,0 x 102 UFC/g (figura 19).
Os produtos frescos apresentam uma percentagem menor de resultados satisfatorios, uma
vez que estes ndo sofrem qualquer tipo de tratamento, quando comparado com os produtos

confecionados.

61



Contagem coliformes em alimentos confecionados
75,61%

60,00%

1

m <10 UFC/g
= ]10,100] UFC/g
= >100 UFC/g

1

40,00%

20,00% 17,07%

1

9,76%

Percentagem de
amostras

0,00% -

Nivel de contaminacao

Figura 18- Analise de coliformes em alimentos confecionados, percentagem das amostras em funcao
dos diferentes limites criticos.

Contagem de coliformes em alimentos frescos

60,00% - 50,00%

40,00% | m <100 UFC/g

1 ]100,10000] UFC/g

20,00% - 1 >10000 UFC/g

Percentagem de
amostras

0, .
0,00% Nivel de contaminagéo

Figura 19- Analise de coliformes em alimentos frescos, percentagem das amostras em funcdo dos
diferentes limites criticos.

E. coli g-glucuronidase

A contagem da bactéria E. coli é usada como indicador da contaminacdo fecal,
fornecendo informacéo acerca das condi¢des sanitarias e higiénicas. A contaminacdo ocorre
através do consumo de alimentos e d&gua contaminados ou por contaminacao cruzada através
do contacto direto humano.

Foram analisadas 1778 amostras, sendo que 7,8% das amostras foram extraidas de
produtos confecionados e 92,2% dizem respeito a produtos frescos, uma vez que, destas
andlises, também fazem parte as amostras efetuadas a carne picada. Verificou-se que, nos
produtos confecionados (Figura 20), 96,59% das amostras apresentaram resultados
inferiores a 1,0X10'UFC/g, ou seja, estavam isentos da bactéria.

Para os produtos frescos (Figura 21), verificou-se que 61,83% das amostras
apresentaram resultados satisfatorios, ou seja, inferiores a 1,0X10'UFC/g, valores inferiores

ao limite de detecdo do método de ensaio.
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Contagem de E. coli B-glucuronidase
em alimentos confecionados

96,59%

60,00% -

40,00% -
m <10 UFC/g

20,00% - m >10 UFC/g

Percentagem de
amostras

3,41%

0,00% - . S
Nivel de contaminacdo

Figura 20- Anélise de E. coli B-glucuronidase em alimentos confecionados, percentagem das amostras
em funcdo dos diferentes limites criticos.

Contagem de E. coli B-glucuronidase em alimentos frescos
61,83%

60,00% -
40,00% - = <10 ufc/g
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20,00% - 1 >100 UFC/g

Percentagem de
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0,00% - . S
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Figura 21- Andlise de E. coli B-glucuronidase em alimentos frescos, percentagem das amostras em
funcdo dos diferentes limites criticos.

Estafilococos coagulase positiva

Acerca do Estafilococos coagulase positiva, foram realizados 103 ensaios de
contagem. Em relacdo aos produtos confecionados (Figura 22), 97,85% das amostras
apresentaram resultados satisfatorios, ou seja, inferiores a 1X10? UFC/g. Apenas 2,15% das
amostras apresentaram resultados “aceitaveis”, isto é, entre 1X102 e 1X10* UFC/g. A
contaminagédo deve-se, provavelmente, & contaminagdo do manipulador por mas préticas de
higiene, por bancadas ou utensilios contaminados ou ainda por contaminagdes cruzadas (29).

J& nas amostras referentes a produtos frescos (Figura 23), 80% das amostras
apresentaram resultados inferiores a 1X10? UFC/g, ou seja, resultados “satisfatorios”. Das
amostras de produtos frescos, 20% apresentaram resultados “aceitaveis”. Estas amostras
dizem respeito a hamburgueres e alheiras vegetarianas. Importa realcar que, nestes produtos,
a andlise foi feita tendo em conta a avaliacdo do tempo de prateleira, ou seja, foram feitas

andlises apds determinados tempos de preservacao.
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O processo de eliminagdo da bactéria através do tratamento térmico é menos eficaz
em alimentos secos, com alto teor de gordura e sal. Além disso, as enterotoxinas
estafilococicas sdo estaveis ao calor e podem sobreviver aos processos normais de
cozimento, sendo que a toxina permanece ativa, mesmo na auséncia do microrganismo.
Outro meio de contaminagdo dos produtos é o transporte da bactéria S. aureus pelos
manipuladores, ocorrendo a contaminagio de alimentos ap6s o processamento. E importante
realcar que se os niveis da bactéria excederem os 10° UFC/g, em qualquer momento na vida
de um alimento, existe o risco de a enterotoxina estar presente em concentracdes suficientes
para causar doenca (29). Nas analises efetuadas no laborat6rio, nenhuma amostra, nem de
produtos frescos nem de produtos confecionados, ultrapassou valores de 10* UFC/g.

Contagem de Estafilococos coagulase positiva em alimentos

97,85% confecionados

(7]
® 60,00% -
%
o
£
(4]
<5 40,00% - m <100 UFC/g
£
& = ]100;10000] UFC/g
©
£ 20,00% - = >10000 UFC/g
(8]
@
a 2,15% 0,00%

0,00% -

Nivel de contaminacao
Figura 22- Andlise de estafilococos coagulase positiva em alimentos confecionados, percentagem das
amostras em funcéo dos diferentes limites criticos.

Contagem de Estafilococos coagulase positiva em alimentos frescos
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60,00% -
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40,00% -

20,00%
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Figura 23- Analise de Estafilococos coagulase positiva em alimentos frescos, percentagem das
amostras em funcéo dos diferentes limites criticos.
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Bactéria Listeria monocytogenes

Foram realizadas 47 analises de pesquisa e 46 analises de enumeracdo da bactéria
Listeria Monocytogenes. Em relacdo a contagem da bactéria, apenas uma amostra de um
queijo de 8 dias de cura apresentou valores superiores a 1X10? UFC/g. O resto das amostras
apresentou resultados negativos em 25 gramas, tanto na pesquisa como na contagem da
bactéria.

Para esta bactéria, ndo se deve verificar contaminacdo em alimentos confecionados,
uma vez que estes sao sujeitos a tratamento térmico. No entanto, esta bactéria resiste e cresce
a temperaturas de refrigeracdo. A presenca da bactéria em alimentos representa um perigo
para a saude publica, principalmente para pessoas com um sistema imunitario debilitado,
nomeadamente as gravidas. Caso os alimentos contaminados sejam alimentos sujeitos a
tratamento térmico, infere-se que a contaminacao ocorreu devido a uma incorreta confecéo

ou a contaminagdo cruzada apds a confegdo (29).

Bactéria Salmonella spp.

Foram analisadas 161 amostras para a pesquisa da bactéria Salmonella spp. Apenas
uma amostra apresentou resultado “presente em 25 gramas”, sendo esta amostra referente a
um bolo com creme. Provavelmente, a contaminacao desta amostra tem origem numa ma
confecdo, dado que o interior do ovo é um dos principais locais onde se encontra a bactéria.
Portanto, entende-se que uma méa confecdo do ovo ou, neste caso, do creme pode levar a
contaminacdo do produto. Quanto esta bactéria esta presente num alimento é alarmante

devido a sua elevada patogenicidade, podendo provocar febre tifoide e salmonelose (30).

Pesquisa de esporos de Clostridium sulfito-redutores

Foram analisadas 67 amostras para a pesquisa da bactéria. Relativamente as amostras
dos produtos confecionados, obtiveram-se 93,85% de resultados “negativo em 1 grama”.
Apenas 2 amostras (uma pizza e um naco de vitela com batatas fritas) apresentaram o
resultado “positivo em 1 e negativo em 10 g” e apenas 1 amostra (pastel de cdco) foi
“positivo em 107 g” (Figura 24). Dos dois produtos frescos analisados, no decorrer do
estagio, ambos apresentaram valores negativos para pesquisa de esporos Clostridium sulfito-

redutores.
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A intoxicacdo alimentar pela bactéria Clostridium perfringes, associada
normalmente a guisados de carne, ocorre apos ingestdo de um elevado nimero de células
(10° a 107) vegetativas viaveis, isto €, capazes de produzir a enterotoxina. Apesar de a
cozedura matar as formas vegetativas, ndo mata 0s esporos, que germinam apds O
arrefecimento do produto (31). A presenca destas bactérias em elevadas concentracGes em
alimentos é preocupante, uma vez que, a enterotoxina produzida por esta bactéria causa

diarreia e dor abdominal (30).

Pesquisa de esporos Clostridium sulfito-redutores em alimentos
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Figura 24- Pesquisa de esporos Clostridium sulfito-redutores em alimentos confecionados,
percentagem das amostras em funcdo dos diferentes limites criticos.

Os resultados das andlises realizadas durante o estagio podem comparar-se a um
estudo realizado com o objetivo de avaliar os padrdes de higiene de 44 instalacdes de
servicos de alimentacdo localizados em Italia, de 2010 a 2011. O objetivo do estudo foi
analisar a qualidade microbioldgica e a seguranca dos alimentos prontos para 0 consumo
(32).

Em relacdo a bactéria Listeria monocytogenes, verificou-se auséncia da mesma em
todos os alimentos. J& no presente trabalho, a bactéria foi detetada numa amostra de um
queijo de 8 dias de cura. Acerca da bactéria Salmonella spp., o estudo revelou auséncia desta
bactéria nos alimentos analisados, enquanto que, neste trabalho, verificou-se a sua presenca
numa amostra de bolo com creme, provavelmente devido a mé confec¢éo do creme de ovo.
Ainda no estudo, a analise de Staphylococcus aureus revelou percentagens de amostras ndo
conformes (>10%2 UFC) de 2,3% para "alimentos confecionados” e 9,2% para “produtos
frescos”. Nas analises efetuadas pelo laboratério, verificou-se que 2,19% das amostras

encontravam-se no intervalo de ]10;10000] UFC/g para produtos confecionados e 20,00%
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para produtos frescos, ou seja, a contaminacgdo foi superior, quando comparada com 0s
resultados do estudo. Estes resultados podem dever-se, principalmente, a méas praticas de
higiene por parte dos manipuladores, pois esta bactéria encontra-se nas narinas e pele dos
mesmaos.

Em relacdo a Escherichia coli, no estudo verificaram que 6,1% das amostras de
"alimentos cozidos e crus” apresentavam resultados insatisfatorios. Ja nas analises efetuadas
pelo laboratorio, os valores foram de 33,12% para as amostras de produtos frescos e 0,00 %
para os produtos confecionados. Porém, uma vez que os resultados do estudo séo referentes
a produtos crus e confecionados, ndo é possivel uma comparacdo de resultados. Para a
andlise de bactérias coliformes totais, o estudo conclui que 14,3% das amostras realizadas a
"alimentos confecionados™ eram insatisfatorias. Nas analises efetuadas no laboratorio,
17,07% das amostras apresentaram resultados insatisfatorios, revelando uma contaminacao

superior quando comparada com a do estudo (32).

111.2.2 Resultados das aguas analisadas

No decorrer do estagio foram realizadas 818 andlises a dguas destinadas ao consumo
humano, recolhidas em varios estabelecimentos de restauracdo. O Decreto-Lei n.° 306/2007
de 27 de Agosto, relativo a qualidade da &gua destinada ao consumo humano, define,
segundo o anexo Il, os parametros e valores paramétricos estabelecidos para critérios
microbioldgicos e fisico-quimicos.

Assim, o decreto define que a analise das bactérias E.coli e Enterococos deve ser
igual a0 UFC/100 ml. Os valores paramétricos estabelecidos, apenas para efeitos de controlo
de qualidade da &gua destinada ao consumo humano, definem para as bactérias coliformes
totais, Clostridium perfingres, valores iguais 0 UFC/100 ml. Para o nimero de colonias a
22°C e a 37°C ndo é desejavel que a contagem seja superior a 100 e 20 UFC/100ml,
respetivamente. Esses valores podem ser desde que ndo se verifigue uma alteracdo
significativa dos resultados ao longo do historico de analise.

Na figura 25, encontram-se o0s resultados da analise dos parametros microbioldgicos,

realizadas no decorrer do estagio.
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Analise de &guas
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Figura 25- Numero de amostras analisadas bem como os resultados obtidos para os diferentes
parametros analisados no laboratdrio no decorrer do estagio em &guas para consumo humano.

A analise a bactérias coliformes é usada como indicador de contaminagéo fecal, tal
como a presenca da bactéria E. coli. Dos resultados obtidos, verifica-se que, em relacéo a
analise de bactérias coliformes totais, 86,24% das amostras apresentam resultados iguais a
0 UFC/100 ml e 13,76% das amostras apresentam resultados superiores.

Janos ensaios de contagem da bactéria E. coli, verificou-se que 89,47% das amostras
apresentam resultados iguais a 0 UFC/ml e 10,53% das amostras apresentam resultados
superiores. Para a bactéria enterecocos, em aguas para consumo humano, 92,81% obtiveram
resultados iguais a 0 UFC/100 ml, ou seja, resultados dentro do limite estabelecido por lei,
e apenas 7,19% das amostras ultrapassaram este valor. Em relacdo a bactéria Clostridium
perfringes, verificou-se que 96,36% obtiveram resultados iguais a 0 UFC/100 ml e apenas
3,64% das amostras ultrapassaram este valor.

De um modo geral, as aguas analisadas apresentaram um elevado namero de
amostras satisfatorias, o que se deve ao tipo de amostra analisado pois o laboratério analisa
e recolhe essencialmente dguas de rede tratada. Na figura 26 e 27, encontram-se os resultados

das analises a 4guas para 0s parametros de microrganismos a 37°C e 22°C.
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Microrganismos a 22°C
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Figura 26- Analise de microrganismos a 22°C em aguas para consumo humano, percentagem das
amostras em funcéo dos diferentes limites criticos.

Microrganismos a 37°C
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Figura 27- Analise de microrganismos a 37°C em aguas para consumo humano, percentagem das
amostras em funcéo dos diferentes limites criticos.

A analise de microrganismos a 22°C é usada como indicador da contaminagédo
ambiental, uma vez que esta temperatura aproxima-se da temperatura ambiente. Com esta
andlise, verificou-se que, das amostras analisadas, 89,80% das amostras apresentaram
valores iguais ou inferiores a 100 UFC/ml, ou seja, dentro do limite estabelecido por lei para
as aguas de consumo humano.

Ja a andlise a temperatura de 37°C permite avaliar o grau de contaminacéo fecal, pois
é uma temperatura proxima da temperatura 6tima para o crescimento de Enterobactérias e
outros microrganismos patogénicos. Neste caso, 69,51% das amostras apresentaram valores
inferiores ou iguais a 20 UFC/ml. Os resultados permitem verificar que, a temperatura de
37°C, existe menor percentagem de amostras “satisfatorias” indicando que a contaminagao
das &guas analisadas é principalmente proveniente de contaminacéo fecal. No entanto, nestas
analises ndo existe um limite fixo, mas é desejavel que ndo ultrapasse estes valores, desde
que no histérico das analises ndo se verifique, posteriormente, uma continuacdo de

resultados semelhantes.
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111.2.3 Resultados das zaragatoas analisadas

No decorrer do estagio foram realizadas 996 analises de microrganismos a 30°C, em
zaragatoas, das quais 607 foram realizadas a manipuladores e 389 a utensilios e superficies.
Na figura 28 encontram-se os resultados das andlises de microrganismos a 30°C em

zaragatoas.
Contagem de microrganismos a 30°C Contagem de microrganismos a 30°C
em zaragatoas de utensilios e em zaragatoas a manipuladores
superficies
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Figura 28- Contagem de microrganismos a 30°C em zaragatoas, a) Zaragatoas realizadas a
manipuladores, b) Zaragatoas realizadas a utensilios e superficies. Percentagem de amostras em funcéo dos
limites criticos.

Da analise da enumeracao de microrganismos a 30°C em zaragatoas, verificou-se que
80,72% das zaragatoas realizadas a utensilios e superficies apresentam resultados
“aceitaveis”, isto ¢, inferiores a 1X10? UFC/cm?. Apenas 70,18% das amostras relativas a
zaragatoas a manipuladores apresentam resultados inferiores a 1X102 UFC/cm?.

Da andlise destes resultados percebe-se que, na inddstria alimentar, a higienizacéo
dos manipuladores ocorre menos eficientemente do que a das bancadas e utensilios. Além
disso, todas as zaragatoas sdo recolhidas apoOs higienizacdo, logo a higienizacdo dos
manipuladores é feita incorretamente por mas préaticas de fabrico ou higiene.

No decorrer do estagio, pude observar que na recolha das zaragatoas a
manipuladores, os funcionarios, apos a higienizacdo das méos, ndo as secavam nos toalhetes
proprios. Ao inves disso secavam as méos a toalhas himidas ja utilizadas para outros fins ou
tocavam noutras partes do corpo ndo higienizadas. O mesmo se verifica nas bancadas e
utensilios, cuja higienizacdo ndo é feita com o detergente especifico imposto pela empresa
do plano HACCP.
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Figura 29- Contagem de Enterobactérias em zaragatoas, a) zaragatoas realizadas a manipuladores, b)
zaragatoas realizadas a utensilios e superficies. Percentagem de amostras em funcéo dos limites criticos.

As anélises de Enterobactérias em zaragatoas sao feitas, maioritariamente, a amostras

do cliente de comércio de carne, onde sdo recolhidas mensalmente, em conjunto com a carne

picada. Este cliente considera, para os critérios microbioldgicos relativos a contagem de

Enterobactérias em zaragatoas, um resultado “aceitavel” se as contagens forem inferiores a

10 UFC/cm?.

Tendo em conta os critérios microbioldgicos considerados pelo cliente, verificou-se

que 98,10% das zaragatoas a manipuladores encontravam-se aceitaveis. Ja para as zaragatoas

a utensilios e superficies, encontraram-se 97,61% de amostras aceitaveis. Nao existe,

portanto, uma variagdo significativa entre zaragatoas de manipuladores e utensilios ou

superficies (Figura 29).
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111.3 Caso de estudo — Resultados da avaliacdo da relagdo entre a higienizacao de
manipuladores e superficies e a contaminagdo do produto final em pequenas
industrias alimentares

111.3.1 Avaliacéo da relacéo da contaminacéo das zaragatoas e o produto final

Dos resultados referentes ao periodo de 2011 a 2014, verificou-se que 33,77% das
amostras a zaragatoas e produtos, recolhidas simultaneamente, ndo estavam contaminadas,
nem o produto nem a zaragatoa. No entanto, para 21,31% das amostras analisadas, havia
uma contaminacdo simultanea do produto e da zaragatoa.

Estes resultados mostram que, mesmo que as zaragatoas sejam recolhidas apos a
higienizacdo dos manipuladores, existe correlacdo com a contaminacdo do produto final. A
explicacdo para tal pode estar relacionada com a falta de sensibilizacdo do pessoal para
respeitar as zonas e utensilios definidas para cada tipo de produto e cada etapa da confecéo.
Além disso, este nivel de correlacdo de contaminacéo das zaragatoas e produtos finais mostra
que existe uma falta de conhecimento de praticas de higiene e de préaticas de fabrico por parte
dos manipuladores. De notar que a maioria dos produtos sdo confecionados e as analises
feitas apds higienizacdo revelam que a contaminacao ocorre maioritariamente ap6s confecdo
por contaminacgdo cruzada, mostrando que o plano HACCP néo ¢ rigorosamente seguido.

Das amostras analisadas (Figura 30)., verifica-se que em 21,31% houve
contaminacéo do produto e da zaragatoa. Portanto, se as amostras das zaragatoas nao fossem
recolhidas apos higienizacdo, mas sim recolhidas sem aviso, o nimero de amostras de
produtos contaminados correlacionadas com a contaminagdo do produto final poderia ser
maior. Por fim, verificou-se que 34,10% das amostras analisadas apresentaram
contaminacdo da zaragatoa e nao do produto final. Uma explicagdo para tal é o facto de o

produto final ser sujeito a um tratamento térmico, reduzindo o grau de contaminacédo
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Figura 30- Analise das zaragatoas e produto, percentagem das amostras em que existe contaminagao
ou do produto ou da zaragatoa em fun¢édo da contaminacdo do produto ou da zaragatoa ou de ambos.

Em Portugal, foi realizado um estudo, através de um questionario de escolha
maltipla, com o objetivo de avaliar o conhecimento da higiene alimentar de manipuladores
de alimentos e profissionais de uma empresa de restauragéo coletiva.

Os resultados do estudo mostraram uma pontuacdo média de questdes respondidas
corretamente de 13 em 23 (56,5% = 3,22). Além disso, a percentagem de respostas corretas
era significativamente menor em questdes relacionadas com o controlo da temperatura,
fontes de contaminacdo e alimentos de alto risco. Os autores concluiram que o nivel de
conhecimento foi influenciado pelo nivel de formacdo. Os manipuladores de alimentos
demonstraram os melhores resultados em questdes relacionadas com a limpeza e
higienizacdo das instalacdes, superficies e utensilios (33).

No entanto, num estudo similar realizado na Irlanda (34), que abordou 200 chefes e
gestores responsaveis pela higiene alimentar em estabelecimentos de restauracdo, revelou
resultados que contrariam os obtidos no estudo anterior. Neste estudo, 21% dos inquiridos
responderam que a desinfecdo das bancadas ndo constituia um elevado grau de importancia
em seguranca alimentar, o que revela que, apesar dos manipuladores de alimentos terem a
formacéo e o conhecimento necessario, podem nao aplica-los no seu dia-a-dia de trabalho.

Varios estudos na literatura mostram que existem elevadas taxas de transferéncia de
microrganismos de utensilios e bancadas para o produto final, por contamina¢do cruzada.
Um deles avaliou a transferéncia de Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus de
esponjas de cozinha para tabuas de aco inoxidavel e, consequentemente, para alimentos.
Atraveés da utilizacdo de trés concentragdes iniciais verificaram que, a altas concentragdes
iniciais (10’ CFU/cm?) de contaminagdo, tanto a Salmonella enteritidis como o

Staphylococcus aureus foram recuperados, pelo menos, durante 4 dias num nivel de

73



contaminacdo alto (10° CFU/cm?) ou moderado (10®° CFU/cm?). Nos niveis inferiores de
concentragdo inicial, a contaminacdo das tdbuas de corte diminuiu para niveis inferiores ao
limite de detecdo, em dois dias para a bactéria Staphylococcus aureus e em 24 horas para a
bactéria Salmonella enteritidis. Também observaram que 0s microrganismos foram
transmitidos a partir das esponjas molhadas para as superficies de aco inoxidavel e,
posteriormente, para pepinos e filetes de frango, sendo que as taxas de transferéncia obtidas
variaram de 20% a 100% (26).

Outro estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a propagacdo da bacteria
Salmonella enteritidis a partir da pele de aves contaminadas (5 log UFC/g de concentragao
inicial), em diferentes tdbuas de corte e simulando varios procedimentos de limpeza e
desinfecdo. Verificaram que a bactéria foi recuperada a partir de todas as superficies, bem
como nos tomates, quando manipulados sem limpeza das tabuas de corte, verificando-se
contagens que variaram entre 1,90-2,80 log. NUmeros reduzidos de S. enteritidis foram
recuperados utilizando outros procedimentos, tanto a partir das superficies como dos
tomates. Além disso, as contagens eram indetetaveis, tanto nas superficies como nos
tomates, apds o procedimento de limpeza, seguido de desinfecdo, pelo que demonstraram
que o uso de hipoclorito, como agente de desinfecdo, ajudou a reduzir a contaminagéo
cruzada (35).

111.3.2 Percentagem de amostras em que houve contaminacao das zaragatoas e do
produto final, consoante o tipo de estabelecimento

Na figura 31, encontram-se os resultados das amostras em que se verificou
contaminacdo, tanto do produto como da Zaragatoa. Os resultados apresentados mostram a
percentagem de amostras em que houve contaminacao simultanea da zaragatoa e do produto,
relativamente ao nimero total de amostras recolhidas, por tipo de estabelecimento onde
foram recolhidas. Verificou-se que os talhos apresentaram uma maior percentagem de
amostras contaminadas (cerca de 24,29%), o que constitui uma importante preocupacao para
a saude publica. O motivo que pode estar na base desse facto relaciona-se com a maior
propensdo a contaminacdo dos produtos frescos, com os quais lidam diariamente. Os
mecanismos envolvidos nessa contaminagdo podem associar-se ao uso prolongado das
tabuas de corte, as quais sofrem fissuras de corte, dificultando a correta higienizagdo. Outro

exemplo é a utilizacdo da picadora para processamento de carnes, pois dadas as suas
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caracteristicas (varias saliéncias e pequenas pecas de dificil acesso), é dificil higieniza-la

corretamente, 0 que aumenta a suscetibilidade a contaminacéo.

Nivel de correlagéo da contaminagéo por tipo de estabelecimento
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Figura 31- Percentagem de amostras em que se verificou contaminagdo simultanea do produto e da
zaragatoa em funcéo dos tipos de estabelecimentos onde foram recolhidas.

Os restaurantes apresentaram resultados de 5,91% das amostras com correlacdo de
contaminacdo. De facto, nestes locais, o contacto com produtos crus pode favorecer a
contaminacéo cruzada (por exemplo, contaminar o produto final com a salada crua). J& nas
padarias/cafés, apenas cerca de 2,26% das amostras apresentaram correlacdo de
contaminacdo. Esta diferenca pode explicar-se pelo facto de que, nestes locais, 0s produtos
ja estdo confecionados, existindo pouca manipulacdo posterior a confecdo. Além disso, 0s
produtos estdo sujeitos a altas temperaturas.

Os IPSS foram os que apresentaram a menor correlagdo de contaminacdo, com
apenas 1,99% das amostras. Nestes estabelecimentos, 0s perigos para a saude publica sdo
maiores, pelo que o pessoal tem mais formacao e maior controlo da higienizacéo, pois lidam
com pessoas com um sistema imunitario mais debilitado (idosos e criangas), ou seja, com

maior risco de desenvolver uma doenca infeciosa de origem alimentar.
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Percentagem de

111.3.3 Nivel de contaminacdo das zaragatoas relacionada com a contaminacdo do
produto final

Na figura 32 encontram-se os resultados das zaragatoas divididas por zaragatoas a
manipuladores e zaragatoas de superficies e utensilios, ambos com contaminacéo. Verificou-
se que 96,36 % das amostras a manipuladores se encontraram no intervalo das 1X10%a 1X10*
UFC/cm?, enquanto para a analise a superficies, utensilios e bancadas foram apenas 38,14%
das amostras. Verifica-se que estes resultados podem dever-se a ma ou pouco frequente
higienizacdo das maos, a utilizacdo de detergentes inadequados, a incorreta utilizacdo do
fardamento e a mas praticas de confecdo. De notar que a higienizacdo deficiente de
equipamentos e utensilios tem sido responsavel, isoladamente ou associada a outros fatores,
por surtos de doencas de origem alimentar ou por alteracdes de alimentos processados (26).

Como se pode verificar, existe um maior nivel de contaminacdo nas zaragatoas a
superficies e utensilios. A razdo para tal pode ser a ma higienizacdo das superficies, que se
permanecerem himidas e possuirem residuos de alimentos, podem permitir a adesdo de
microrganismos. De facto, algumas bactérias aderem as superficies como estratégia de
sobrevivéncia e podem gerar matriz extracelular, formando biofilmes. A producdo dessa
matriz confere maior capacidade de resisténcia a desinfecdo, quando comparada com a

desinfecdo de células em suspensao (24,33).
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Figura 32- Percentagem de amostras em que se verificou contaminagéo simultanea do produto e das
zaragatoas em funcdo dos limites criticos. a) Zaragatoa a manipuladores, b) Zaragatoa a superficies e utensilios.

As superficies e utensilios sdo uma fonte de contaminacdo cruzada que esta na origem

de quase 39% das doencas de origem alimentar. Utensilios como esponjas e toalhas, devido
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ao seu uso comum, permitem a dispersao de bactérias sobre vérias superficies, especialmente
em utensilios de cozinha e superficies utilizadas para preparar as refeicdes. Com o desgastar
destes utensilios e equipamentos, ocorre o aparecimento de fissuras que dificultam a
higienizacéo (34,35,36).

Em relagdo a higiene dos manipuladores, ndo se verificou um nivel de contaminacéo
tdo elevado, mas estes sdo um dos principais meios de contaminagéo cruzada, uma vez que
podem facilitar a disseminacdo dos microrganismos no ambiente de trabalho, em todas as
etapas do processo de producdo de alimentos (39). Oliveira et al verificaram que as maos
dos cinco manipuladores que participaram no estudo se encontravam contaminadas, sendo
que os resultados da contaminagéo variaram de 2,6x10% a 1,4x10° UFC/maos (40). Cepoglu
et al isolaram 92 espécies de Staphylococcus das maos de 25 manipuladores de alimentos de

restaurantes e verificaram que 7 das espécies eram coagulase positiva (41).

111.3.4 Nivel de contaminacdo dos produtos relacionados com a contaminacdo das

zaragatoas
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Figura 33- Nivel de contaminacdo dos produtos em que se verificou contaminacdo simultdnea do
produto e das Zaragatoas.

Dos produtos analisados relacionados com a contaminacdo de zaragatoas, verificou-
se (figura 33) que, para os produtos frescos, 36,36% das amostras apresentaram resultados
inferiores a 100000 UFC/g e 63,64% das amostras apresentaram resultados superiores a
10000 UFC/g. Estes resultados mostram um elevado nivel de contaminacdo dos produtos
frescos relacionados com a contaminacdo de superficies e utensilios. Para os produtos
confecionados, verificou-se que 28,21% das amostras apresentaram resultados inferiores a
1000 UFC/g, 43,59% das amostras apresentaram resultados entre os 1000 a 100000 UFC/g
e 28,21% das amostras apresentaram resultados superiores a 100000 UFC/g.
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Tanto nos produtos frescos como nos confecionados, verificou-se um elevado nivel
de contaminagdo. Nos produtos confecionados, 28,21% das amostras apresentaram
resultados superiores a 100000 UFC/g, 0 que é preocupante, uma vez que estes produtos
sofrem um tratamento térmico. Estes resultados mostram que a contaminacao dos produtos
ocorre, maioritariamente, por contaminagéo cruzada.

Complementando o que ja foi referido, ao longo do estagio pude observar que muitos
manipuladores ndo realizavam a higienizacao de forma correta, limpando as maos a panos e
toalhas molhadas, realizando a higienizacédo e de seguida tocarem com as méaos em partes do
corpo, por exemplo no cabelo. Todos estes resultados mostram a importancia de se realizar
uma avaliacdo preliminar das necessidades de formacdo dos manipuladores e eficacia da

mesma.

Conclusao

Relativamente a primeira parte desta dissertacao, referente as analises realizadas no
decorrer do estagio, verificou-se que, nas analises a alimentos, ndo foram detetados
microrganismos patogénicos na maioria das amostras. A bactéria Listeria monocytogenes
esteve presente em apenas numa amostra, correspondente a um queijo de 8 dias de cura. Na
analise de pesquisa da bactéria Salmonella spp., verificou-se a sua presenca em apenas uma
amostra de bolo com creme. Este resultado é preocupante, uma vez que o tempo de analise
¢ de 5 dias, ndo podendo prevenir o estabelecimento, de modo a evitar possiveis
contaminacfes pelos clientes que consumam produtos semelhantes. Na analise de
Clostridium sulfito-redutores, duas amostras apresentaram resultados “positivo em 19 e
negativo em 10 g”, referentes a uma piza e a um naco de vitela com batatas fritas, e uma
amostra foi “positivo em 107 g”, referente a um pastel de coco. Verificou-se um elevado
namero de contaminacdo de produtos confecionados. Deste modo, pode-se concluir que
houve contaminacéo posterior a confecdo, por contaminacéo cruzada devido a més praticas
de fabrico e higiene ou devido a uma incorreta confecdo. Esta contaminacdo tdo elevada
deve-se, provavelmente, a mas praticas de higiene e a lavagem inadequada de utensilios,
bancadas e méos dos manipuladores de alimentos. Pode ter ocorrido, também, contaminacao
por mas praticas de fabrico por parte dos manipuladores de alimentos. Exemplo disso é a

exposicdo dos alimentos a temperaturas inadequadas e propicias ao crescimento de

78



microrganismos patogénicos ou o armazenamento de produtos frescos em fase de
descongelamento préximo de produtos confecionados.

Na andlise a dguas, os resultados obtidos mostraram uma elevada percentagem de
amostras com resultados “satisfatorios”. Estes resultados devem-se ao facto de a recolha das
aguas ser, maioritariamente, proveniente de redes de &gua tratadas. J& na analise dos
pardmetros contagem de microrganismos a 22°C e 37°C em &guas, verificou-se uma maior
percentagem de amostras consideradas “satisfatorios” a temperatura de 22°C. Daqui se
conclui que, nas analises a 4guas, a contaminacéo detetada € sobretudo de origem fecal.

Na analise de zaragatoas, verificou-se que, para o parametro microrganismos a 30°C,
80,72% das zaragatoas realizadas a utensilios e superficies apresentaram resultados
“satisfatorios” e apenas 70,18% das realizadas a manipuladores apresentaram resultados
inferiores a 1X10% UFC/cm?, o que revela maior falta de conhecimento de praticas de higiene
do manipulador do que nos utensilios e bancadas. Pode-se concluir que os manipuladores de
alimentos podem ndo ter formagdo e o conhecimento necessério ou, se 0s tém, ndo séo
praticados no dia-a-dia de trabalho, como pude observar ao longo do estagio. Assim,
entende-se que € necessaria uma avaliacdo preliminar das necessidades de formacédo e
eficacia da mesma.

A segunda parte da dissertacdo, referente & analise de microrganismos a 30°C nos
alimentos e nas zaragatoas, teve como objetivo avaliar se existe alguma correlacdo na
contaminacdo dos manipuladores, utensilios e bancadas na contaminacéo do produto final.
Verificou-se que 21,31% das amostras dos produtos e zaragatoas estavam contaminadas em
simultdneo, mesmo com as anélises a zaragatoas serem efetuadas ap6s higienizagdo. Deste
modo, pode-se concluir que existe uma correlacdo entre contaminacdo das méos dos
manipuladores e superficies e utensilios, mesmo apds higienizacdo. Portanto, pode inferir-
se que o plano HACCP ndo é seguido com rigor nas pequenas industrias alimentares.

Dentro dos produtos contaminados, verificou-se que a correlacdo da contaminacgao
era maior em talhos, seguidos dos restaurantes, padarias e, por fim, as IPSSs. Os talhos
apresentaram um maior nivel de correlacdo, uma vez que lidam com produtos frescos e a
contaminag&do € mais propicia ou porque o aparecimento de fissuras nas tabuas de corte, apds
longos periodos de uso, levam a uma dificil higiene, o que favorece a ocorréncia de
contaminacdes cruzadas. Nos restaurantes, as razdes que favorecem a contaminacao cruzada

incluem a utilizacdo de produtos crus e o desrespeito, por parte dos manipuladores, das zonas
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e utensilios definidos para cada tipo de produto e cada etapa da confecdo. Nas IPSS,
verificou-se uma menor percentagem de produtos contaminados devido a um nivel de
formacdo superior dos funcionarios, uma vez que 0s utentes destes estabelecimentos
possuem um sistema imunitario mais debilitado, logo mais propicio a obter doencas. Dentro
das zaragatoas analisadas relacionadas com a contaminagdo do produto final, verificou-se
um menor nivel de contaminagdo nas zaragatoas efetuadas a manipuladores, com 96,36%
das amostras com resultados contidos no intervalo das 1X10? a 1X10* UFC/cm?, enquanto
que, para a analise a superficies e utensilios/bancadas foram apenas 38,14% das amostras.
Deste modo, conclui-se que a contaminacdo das mdos dos manipuladores ndo necessita de
ser tdo elevada para que haja contaminacdo do produto final. Esta diferenca pode dever-se a
ma ou pouco frequente higienizacdo das méos, a utilizacdo de detergentes inadequados, a
incorreta utilizacdo do fardamento e a mas praticas de confecéo.

Por fim, importa realcar que o plano HACCP néo esta a ser seguido rigorosamente,
pois 0 numero de amostras contaminadas de produtos confecionados é preocupante. Isto
revela que existe falta de conhecimentos basicos como boas praticas de fabrico e boas
praticas de higiene, por parte dos manipuladores. Como tal, € de extrema importancia que
exista uma verificagdo mais rigorosa e frequente do plano em quest&o, a qual se deve focar,
principalmente, no nivel de conhecimento das normas de higiene e seguranca alimentar, bem

COmMo No respeito perante as mesmas, por parte dos manipuladores de alimentos.
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